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Uber die natiirlichen Porphyrine. 
Von 
0. Schumm. 
Mit 2 Tafeln. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, November 1922.) 
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1. 
Das im Harn Gesunder gefundene Porphyrin. 
(Erste Mitteilung,) 


Gewohnlich wird angegeben, da im ,normalen“ Menschen- 
harn Spuren von Hamatoporphyrin vorkommen. Ich selbst 
habe mich ebenfalls schon vor vielen Jahren von der Tatsache 





iiberzeugt, daB man im Harn?) gesunder Erwachsener oft ge- Be 
) Beziiglich der Literatur sei verwiesen auf die umfassende Ab- a4 4 


handlung von H.Ginther ,,Die Bedeutung der Himatoporphyrine in 
Physiologie und Pathologie“ in ,,Ergebnisse der Allgemeinen Pathologie 
und Pathologischen Anatomie des Menschen und der Tiere“. XX. Jahr- 
gang, 1. Abteilung, S. 608—764. Verlag von J. F. Bergmann; ferner auf 
die Abhandlungen von H. Fischer und vom Verfasser in dieser Zs. 

*) R. Héber auBert sich in seinem bekannten Lehrbuch der Physio- AY 
logie zur Méglichkeit eines regelmiBigen Vorkommens in den Kérper- 
fliissigkeiten mit folgenden Worten: ,,in Spuren kommt es wahrschein- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXVI. 12 
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ringe Mengen eines Farbstoffs auffinden kann, dessen salzsaure 
Lésung das Porphyrin-Siurespektrum gibt. Um welches Por- 
phyrin es sich handelt, wurde bislang nicht festgestellt. Da 
unsere Kenntnisse von der pathologischen Himatoporphyrie und 
den dabei ausgeschiedenen Farbstoffen an Hand verschiedener 
genau untersuchter Fille eine wesentliche Bereicherung er- 
fahren haben, erscheint es wiinschenswert, daB auch das so- 
genannte Himatoporphyrin des normalen Harns genauer ge- 
kennzeichnet werde. 

Die sichere Identifizierung des fraglichen Farbstoffs bietet 
erhebliche Schwierigkeit; denn die vorkommenden geringen 
Mengen lassen eine Bearbeitung mit rein chemischen Methoden 
wenig aussichtsvoll erscheinen.’) Bei einem in neuerer Zeit 
unternommenen Versuch, aus groBen Mengen Sammelharn 
eines gesunden Erwachsenen den fraglichen Farbstoff abzu- 
scheiden, fand ich zu meiner Uberraschung gegeniiber der Vor- 
kriegszeit einen so verschwindend geringen Gehalt, daB ich 
mich veranlaBt sah, zuniichst den Ursachen der offenbar be- 
trichtlichen Schwankungen im Gehalt des normalen Harns an 
Porphyrin nachzugehen und erst danach die Versuche zur Ge- 
winnung gréBerer Mengen des reinen Farbstoffs wieder auf- 


lich immer vor, so da8 man wohl nicht zu weit geht, wenn man die 
Vermutung ausspricht, daf Dank der Anwesenheit von Hiimatoporphyrin 
und ihnlichen Stoffen das Licht einen gewissen Hautreiz ausiibt, welcher 
neben anderen wohl die physiologische Basis dessen ist, was man als 
erregende und die Stimmung hebende Wirkung hellen Wetters empfindet*. 
Zur Vermeidung von Mifverstiindnissen sei erwiihnt, daB Hiber weiterhin 
natiirlich auch die ,,unabhingig von der Gegenwart besonderer photo- 
dynamischer Farbstoffe’’ eintretenden Reizwirkungen des Lichtes in der 
Haut darlegt (vgl. R. Héber, Lehrbuch der Physiologie, Berlin bei 
J. Springer). 

') In seiner 1915 erschienenen Abhandlung iiber das Kotporphyrin 
(Diese Zs. Bd. 96, 8. 172) beschreibt Hans Fischer auch einen Versuch 
zur Auffindung von Porphyrin in seinem eigenen Harn, in dem er bei 
Verarbeitung einiger Liter den Farbstoff auch nachweisen konnte. Er 
bemerkt dazu: ,,aber es war nur so wenig vorhanden, daB ich bezweifle, 
ob es selbst bei Verarbeitung von 1000 Liter normalem Urin gelingt, 
Porphyrin in zur Mikroanalyse ausreichender Menge in krystallisiertem 


Zustand zu isolieren“. 
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zunehmen. Inzwischen hatte ich Gelegenheit, Untersuchungen 
iiber das Porphyrin des Harns bei Bleivergiftung anzustellen. 
Die dabei erzielten giinstigen Ergebnisse ermutigten mich, 
nebenher auf dem dabei eingeschlagenen Wege auch einen 
Versuch zur Kennzeichnung des im normalen Harn vor- 
kommenden Porphyrins zu unternehmen. 

Da der Farbstoff nur in sehr geringen Mengen verfiigbar 
ist, kommen vorwiegend physikalisch-chemische Hilfsmittel und 
Verfahren in Betracht, die Priifung der Léslichkeits- und Ver- 
teilungsverhiltnisse sowie der Lichtabsorption des Farbstoffs 
in verschiedenen Lésungsmitteln. In dieser Art habe ich bei 
einer Anzahl gesunder Erwachsener bei fleisch- (bzw. blut-) 
haltiger und fleischfreier Ernihrung den Porphyringehalt des 
Harns geprift und gefunden, daB: 

1. Der Porphyringehalt stark schwankt, auch bei relativ 
hohem Gehalt absolut gering und wahrscheinlich in hohem 
Grade vom Gehalt der Nahrung an Blutfarbstoff abhingig ist. 

2. Das aus dem Harn Gesunder von mir abgeschiedene 
Porphyrin durchaus verschieden ist von jenem Harnhimato- 
porphyrin (H. Fischers ,,Urinporphyrin“), das bei den ver- 
schiedenen Formen der als ,Himatoporphyrie“ bezeichneten 
Krankheit in meist groBen Mengen im Harn auftritt und zuerst 
von H. Fischer?) chemisch als Kérper der Zusammensetzung 
C,,H3.N,0,, (mit TCOOH-Gruppen) genau gekennzeichnet ist. 
Dieses pathologische Porphyrin habe ich bislang in 
keiner der von mir untersuchten Harnportionen Ge- 
sunder nachweisen kénnen. 

3. Das ,normale“ Harnporphyrin meiner Versuchspersonen 
in den bislang priifbaren und gepriiften Kigenschaften mit dem 
sogenannten Kotporphyrin iibereinstimmt, das bekanntlich eben- 
falls zuerst von H. Fischer analysenrein dargestellt und als 
Kérper der Zusammensetzung C,,H,,N,O, (mit 3COOH-Gruppen) 
erkannt worden ist.?) Das ,normale Harnhaimatoporphyrin“ 





1) Hans Fischer, Uber das Urinporphyrin, I. Mitteilung, Diese 
Zs. Bd. 95, S. 34 (1915); II. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 96, S. 148 (1915). 
®) Hans Fischer, Uber das Kotporphyrin, Diese Zs. Bd. 96, 
S. 148 (1915), Bd. 98, S. 14 (1916). 
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laBt sich aus dem mit Essigsiure angesiuerten Harn leicht mit 
Ather ausziehen und so durchweg sicherer als durch die Ad- 
sorption an Kalkphosphat (Fallung nach Garrod) gewinnen. — 

Die in der unten beschriebenen Weise dargestellten 
Liésungen des ,normalen“ Harnporphyrins in 25°/, Salzsiure 
geben das bekannte Porphyrin-Siurespektrum mit folgender 
Lage der 3 Hauptstreifen. 


I. uu 593,0. TY. wu 550,0. VI. wu 405,4.") 


Diese Werte stimmen mit den fiir das reine Kotporphyrin 
(C,HsgN,O,) gefundenen’) so gut tiberein, daB die Moglichkeit 
der Identitit von normalem Harnporphyrin und obigem Kot- 
porphyrin sehr nahegeriickt ist. 

Ob in den Ausscheidungen des menschlichen Kérpers unter 
physiologischen Verhiltnissen iiberhaupt noch ein anderes 
Porphyrin in nachweisbaren Mengen vorkommt, ist fraglich, 
denn fiir das in normalen Fiazes spurenweise gefundene Por- 
phyrin ist meines Wissens keineswegs sicher erwiesen, daB es 
von dem oben genannten Kérper (C,,H,,N,O,) verschieden ist.*) 





‘) Alle Messungen sind von mir mit einem meiner Gitterspektrometer 
und zwar mit demselben genau geeichtem Apparate, bei 0,03 bis 0,04 mm 
Spaltweite, die spektrographischen Aufnahmen mit meinem Gitterspektro- 
graphen gemacht worden. Wegen der Handhabung dieser Apparate und 
der Einzelheiten der ganzen Arbeitsweise sei auf meine friiheren Ab- 
handlungen in dieser Zs. und auf E. Abderhaldens Handbuch der bio- 
logischen Arbeitsmethoden verwiesen. (Abschnitt ,,Spektrographische 
Methoden zur Bestimmung des Himoglobins und verwandter Farbstoffe.“‘) 

*) O. Schumm, Beitriige zur Kenntnis der Himatoporphyria con- 
genita (H.Giinther) und der natiirlichen Porphyrine, Diese Zs. .Bd. 98, 
S. 123 (1916). 

8) Untersuchungen iiber die Art des in den Fizes Gesunder vor- 
kommenden ,,phorphyrinartigen“ Stoffes sind schon vor lingerer Zeit 
in Angriff genommen worden. Die Durchfiihrung der Versuche habe 
ich meinem Assistenten, Herrn Chemiker A. Papendieck, ibertragen, 
der demniichst in dieser Zeitschrift seine Ergebnisse mitteilen wird. Das 
Porphyrin des Mekoniums zeigte in seinen Eigenschaften, soweit ich sie 
bislang habe priifen kénnen, das gleiche Verhalten wie das Kotporphyrin. 
Auch fiir das in menschlicher Fistelgalle in Spuren vorkommende Por- 
phyrin habe ich vorlaufig ein abweichendes Verhalten nicht feststellen 
k6énnen. 
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Meine Feststellungen iiber die Art des ,normalen“ Harn- 
porphyrins miissen selbstverstiandlich noch durch Untersuchungen 
an weiteren Personen bestiatigt werden. Die Gewinnung des 
Farbstoffs in einer zur Elementaranalyse ausreichenden Menge 
ist fraglos schwierig und mir vorlaiufig nicht méglich gewesen. 


Versuche. 


1. Otto S., 48 Jahre, seit geraumer Zeit fast fleischfreie Er- 
nahrung, seit einer Reihe von Tagen ganz himoglobinfreie Kost. 


a) 3 Liter frischer Harn mit etwa 10 ccm Eisessig stark angesiiuert 
und mit gleichviel Ather ausgezogen. Atherauszug wiederholt mit 
kleinen Mengen Wasser gewaschen, entwissert, Ather abdestilliert, Riick- 
stand mit etwa 10 ccm 25°/,iger Salzsiure unter gelindem Erwirmen 
ausgezogen, filtriert, Filtrat zeigt auch bei 4—6 cm Schichtdicke kein 
Porphyrinspektrum. 

b) Versuch wiederholt mit der Abinderung, da8 der Riickstand des 
sauren Atherauszuges mit verdiinnter Kalilauge ausgezogen und das 
Filtrat gepriift wurde: Porphyrin spektroskopisch nicht nachweisbar. 

c) Versuch wiederholt mit der Abinderung, da8 der gewaschene 
Atherauszug nicht eingedampft, sondern unmittelbar mit 15—20 cem 
27 °/, iger Salzsiiure ausgeschiittelt und der Salzsiureauszug gepriift wurde: 
Porphyrin spektroskopisch nicht nachweisbar. 

d) Versuch wiederholt mit der Abinderung, daB der gewaschene 
Atherauszug mit entwiissertem Natriumsulfat getrocknet und mit nur 
10 cem 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt wurde: Porphyrinspektrum 
nicht nachweisbar. 

2. Seit mehreren Tagen hamoglobinfreie Kost; der Harn von 
24 Stunden wird mit Essigsiure und Ather ausgezogen und in der oben 
beschriebenen Weise auf Porphyrin gepriift: Porphyrin nicht nachweisbar; 
in dem ausgeiitherten Harn 1é8t sich auch nach Garrods Verfahren 
kein Porphyrin nachweisen. Der Versuch wird am Harn der nichsten 
Tage noch zweimal mit dem gleichen Ergebnis wiederholt. Die Ver- 
suchsperson ift eine aus Hafergriitzebrei, frischem Rinderblut und Speck 
durch Aufkochen hergestellte und danach gebratene Speise. Vom Harn 
der nichsten 48 Stunden werden 2 Liter in gleicher Weise auf Porphyrin 
verarbeitet. Atherauszug deutlich porphyrinhaltig. Der in etwa 26 °/, ige 
HCl iibergefiihrte Farbstoff zeigt das Porphyrin-Siurespektrum mit der 
Lage der Hauptstreifen: 

I. pp 593,1. Ill. pu 549,6. 
Der ausgeitherte Harn wird nach Garrod mit Kalilauge gefallt, dann 


abfiltriert und der abgepreBte Niederschlag mit 27 °/, iger Salzsiure aus- 
gezogen, die Lésung zeigt keine Andeutung eines Porphyrinspektrums; 
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das Porphyrin ©,,H,,N,0,, (nach H. Fischer) ist demnach nicht nach- 
weisbar. 

3. Der Versuch wird in aihnlicher Weise (Genu8 von 125 g kiuf- 
licher Blutwurst) mit demselben Ergebnis wie bei ,,2.‘‘ wiederholt. 


4. Arno P., 25 Jahre. Seit Tagen fleischfreie Kost; 


a) Harn literweise in der unter ,,1.“ beschriebenen Weise ver- 
arbeitet. Porphyrin weder im essigsauren Atherauszug noch (nach 
Garrod) im Phosphatniederschlag nachweisbar. Daran anschlieBend 
mehrere Tage hamoglobinhaltige Kost (tiglich etwa !/, Pfund gebratenes 
Rindfleisch). Der zugehérige Harn wird teils in der unter 1. ,,a)‘, teils 
in der unter J. ,,d)“ beschriebenen Weise untersucht. Die etwa 25 °/, 
HCl aisle P arbstofflésung liefert deutlich das Porphyvingpektrum 
mit der Lage der 2 Hauptstreifen: 


I, 598,4. III. 550,0. 


Im ausgeitherten Harn lift sich nach Garrod kein Porphyrin 
nachweisen. 

b) Ein Teil des Harns der Fleischtage wird nach Garrod mit 
Kalilauge gefallt, der Niederschlag abfiltriert, einmal mit Wasser ge- 
waschen, scharf abgepreBt und in Salzsiure gelést. Die Lésung, deren 
Gehalt an HCl etwa 25—26°/, betrigt, zeigt deutlich das Porphyrin- 
spektrum mit der Lage der Hauptstreifen 


I. 593,0. III. 550,0. 


5. Liingere Zeit danach nochmalige Untersuchung frischen Harnes 
von Fleischtagen. Dasselbe Ergebnis wie bei 4. ,,a)“. 


6. Hans Kii., 23 Jahre. 

a) Bei der Verarbeitung 24 stiindiger Harnmengen von Tagen himo- 
globinfreier Ernihrung li8t sich spektroskopisch kein Porphyrin nachweisen. 

b) K. unterzieht sich dem oben unter ,,2.“ beschriebenen Versuche. 
Am 5. und 6. IX. 1922 wurde das ,,Blutwurstgericht“ gegessen, im ganzen 
etwa 1, Liter Rinderblut enthaltend. Ergebnis dasselbe wie oben im 
Versuch ,,2.“. Die an den zugehérigen Tagen gesammelten Harne 
6. 1X. mittags bis 7. 1X. mittags, 7. IX. bis 8.1X., 8. 1X. bis 9. IX. 
mittags) wurden getrennt untersucht. Der in Salzsiure von etwa 25 °/, 
HCl-Gehalt iibergefiihrte Farbstoff zeigt das Porphyrinspektrum mit der 
Lage der Streifen: 

aus dem Harn des ersten Tages: J. 593,1. IIf. 549,6. 

x a ‘ » zweiten _,, I. 598,1. III. 550,3. 

™ m ss , dritten ,, I. 593,0. III. 550,0. 


Der Porphyringehalt war in allen Harnportionen gering, am dritten Tage 
noch erheblich geringer als am ersten und zweiten Tage. In den vom 
itherléslichen Porphyrin befreiten Harnen lie8 sich kein Porphyrin mehr 
nachweisen. 
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7. Dieselbe Versuchsperson. Seit mehreren Tagen himoglobinfreie 
Kost; dabei im Harn Porphyrin nicht nachweisbar. Danach bei ziemlich 
fleischreicher Kost geringer Gehalt an einem Porphyrin mit den unter ,,6,“ 
beschriebenen Eigenschaften. 

8. Christian Ki., Vater des vorigen, unterwirft sich dem 


unter ,,6.“ beschriebenen Versuch. Ergebnis wie bei ,,6.. 
Die etwa 25 °/, HCl enthaltende Lésung des gewonnenen Farbstofts 
zeigt die Hauptstreifen: 
I. 593,1. III. 550,3. 


9. Elsa S., 46 Jahre. 


Gemischte Kost, dazu das unter ,,2.“ beschriebene ,,Blutwurst- 
gericht“. Mehrere Harnproben der nichsten 48 Stunden werden gemischt, 
davon etwa 1'/, Liter in der unter 1.,,d)* beschriebenen Weise unter- 
sucht. Die etwa 25°/, HCl enthaltende Lésung zeigt das Porphyrin- 
spektrum mit der Lage der Streifen: 

I. 592,8. Ill. 550,3. 


Im ausgeiitherten Harn nach Garrod kein Porphyrin nachweisbar. 


10. Hermann Schm., 38 Jahre. 

Himoglobinhaltige, iibrigens gemischte Kost. Verarbeitung einer 
Tagesmenge Harn wie bei: 1.,,d)“. Dasselbe Ergebnis wie bei ,,9.“. 
Die 25°/, HCl enthaltende Farbstofflésung zeigt: 

I. 593. Ill. 549,8. 


Im ausgeiitherten Harn kein Porphyrin nachweisbar. 


11. Karl Kr., 37 Jahre. 


Gemischte Kost. Ein Liter Harn verarbeitet. Dasselbe Ergebnis 
wie bei ,,10.. Gefunden fiir: 
I. 593,1. Ill. 549,6. 


Im ausgeiitherten Harn kein Porphyrin nachweisbar. 
12. Karl La. 29 Jahre. 


Fleischreiche Kost (wihrend mehrerer Tage je */, Pfund schwach 
iibergebratenes Pferdefleisch). Harn nach 1.,,d) verarbeitet. Die ge- 
wonnene Lésung des Farbstoffs in 25 °/, iger HCl liefert das Porphyrin- 
spektrum noch merklich stiirker als bei den iibrigen Gesunden, Lage 


der Streifen: 
I. 592.8. IIT. 549,8. 


Die Lésung wurde zur Bestimmung der Absorption im Violett un- 
verdiinnt und in abgestufter Verdiinnung mit 25°/,iger HCl spektro- 
photographiert. Die Aufnahmen ergaben auch noch bei schwachem 
Farbstoffgehalt der Lisungen einen scharf begrenzten Absorptionsstreifen, 
dessen Ort bei der Bestimmung mit dem Plattenmikrometer zu 405,4 
festgestellt wird. Im ausgeiitherten Harn ist nach Garrod kein Por- 
phyrin nachweisbar. 
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13. Dieselbe Versuchsperson. 

Harn der folgenden Woche bei gemischter Kost. Dasselbe Ergebnis. 
Porphyringehalt aber geringer. 

14, Dieselbe Versuchsperson wie bei ,,1.“. 


Fleischfreie Kost. In der Tagesmenge Harn ist Porphyrin weder 
durch Ansiuern und Ausziehen mit Ather noch durch Behandlung nach 
Garrod nachweisbar. 


15. Arno P., 25 Jahre. Versuch 7 wiederholt. Dasselbe 
Ergebnis. 

16. Richard P., 22 Jahre, Bruder des vorigen. Versuch 7 
wiederholt. Dasselbe Ergebnis. 

17. Dieselbe Versuchsperson wie in Versuch 12 genieBt 
einige Wochen spiter nochmals wihrend mebhrerer Tage fleisch- 
reiche Kost. Aus dem zugehérigen Harn laBt sich nach dem 
Ansiuern mit Essigsiiure durch Ather wiederum in geringer 
Menge ein Porphyrin von den oben geschilderten EKigenschaften 
gewinnen. Im ausgeitherten Harn ist kein Porphyrin nachweisbar. 


II. 
Das Porphyrin des Harns bei Krankheiten. 


Im Laufe der Jahre habe ich eine sehr groBe Anzahl 
von Harnen bei verschiedenartigen Erkrankungen auf einen 
Gehalt an Porphyrin gepriift und mit Ausnahme der ver- 
schiedenen Formen von ,,Hamatoporphyrie“ Porphyrin in groBen 
absoluten Mengen, die dem Harn eine dunkelrote Farbe geben, 
niemals gefunden.) Dasselbe Ergebnis hat auch H. Giinther 
erzielt, der bei vielen verschiedenen Krankheiten quantitative 
Bestimmungen des Porphyringehalts ausgefiihrt hat.) 

Im Vergleich zu den nur verschwindend geringen Por- 
phyrinmengen, die man hiaufig im Harn gesunder Personen 
bei hamoglobinarmer Kost findet, bedeuten die bei Lungen- 





1) Kine Ausnahme bildet vielleicht der von Roedelius und mir 
beschriebene Fall von Hamatoporphyrinogenurie bzw. Himatoporphyrinurie 
unbekannter Atiologie, Zs. f. Urologische Chirurgie Bd. 3, Heft # u. 2 (1914). 

*) H.Giinther, Die Bedeutung der Himatoporphyrine in Physio- 
logie und Pathologie in ,,Ergebnisse der allgemeinen Pathologie und 
pathologischen Anatomie des Menschen und der Tiere“ 20. Jahrg., 1. Abt. 
(1922). 
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tuberkulose und anderen Krankheiten manchmal feststellbaren 
Mengen fraglos eine betrichtliche Vermehrung, sind aber doch 
absolut klein und reichen nach meinen Erfahrungen nicht 
entfernt an die Mengen heran, die man bei Fallen echter 
Hamatoporphyrie findet. Selbst bei Bleivergiftung habe ich 
niemals einen durch den Porphyringehalt weinroten Harn 
gefunden, trotzdem ich bei einer gréBeren Anzahl Fallen von 
Bleikolik wihrend des Anfalls sowie wochenlang danach den 
Harn regelmaBig priifen konnte. Immerhin war die Vermehrung 
im Porphyringehalt dieser Harne gegeniiber den geringen 
»physiologischen* Mengen recht betriichtlich.') Ich habe nun 
festzustellen versucht, welche Art von Porphyrin im Harn 
Kranker (mit Ausnahme der unter dem Namen ,,Himatopor- 
phyrie* zusammengefaBten Krankheitsformen) allgemeiner vor- 
kommt und mochte dariiber diese vorliufige Mitteilung machen. 

Schon vor einer lingeren Reihe von Jahren war es mir 
bei der Untersuchung der Harne von Tuberkulésen aufgefallen, 
da8 die daraus dargestellten porphyrinhaltigen Niederschlige 
nach der Auflésung in Salzsiure von bestimmtem Gehalt bei 
der spektroskopischen Untersuchung nicht die fir das so- 
genannte Urinporphyrin Fischers (C,,H,,N,0,,) stimmenden 
Werte lieferten. Eine planmiafige Bearbeitung des Gegen- 
standes lieB sich damals leider nicht durchfiihren. Neuerdings 
habe ich die Untersuchungen wieder aufnehmen und die da- 
maligen Beobachtungen bestitigen kénnen. Bei einer gréBeren 
Anzahl Fallen von Lungentuberkulose habe ich wiederholt den 
Porphyringehalt des Harns gepriift, bislang aber noch keinen 
Harn getroffen, dessen Porphyrin die Merkmale des oben ge- 
nannten ,,Urinporphyrins“ geboten hatte. Vielmehr zeigt das 
darin aufgefundene Porphyrin in den bisher gepriiften Eigen- 
schaften keinen Unterschied von dem in der vorherigen Ab- 
handlung beschriebenen Porphyrin der ,normalen“ Harne. Zur 
Gewinnung des Farbstoffs benutzte ich das in der I. Abhand- 
lung angewandte Verfahren (Extraktion mit Eisessig und Ather, 





1) Vgl. die nichste Abhandlung, in der iiber den Porphyringehalt 
im Harn nach Bleiwirkung noch gesondert berichtet wird. 
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Waschen und Trocknen des Atherauszugs, Uberfiihrung des 
in Ather gelésten Farbstoffs in 25°/, ige HCl, spektroskopische 
und spektrographische Untersuchung dieser Lésung). Die 
Lésungen gaben das Porphyrin-Saurespektrum mit derselben Lage 
der Streifen, wie die Priparate aus den normalen Harnen. Die 
Werte fiir den Hauptstreifen I schwankten von 592,8 bis 593,7, fiir 
den Hauptstreifen III von 549,8 bis 550,3. In dem ausgeitherten 
Harn war mit Garrods Verfahren kein Porphyrin nachweisbar! 
Ferner habe ich eine Anzahl Harne gemischt und daraus das 
Porphyrin nach Garrod gefallt, den Niederschlag scharf ab- 
gepreBt, an der Luft getrocknet und mit Salzsiiure extrahiert. Die 
auf einen HCl-Gehalt von etwa 25°/, gebrachte Lésung ergab bei 
der spektrometrischen Bestimmung ebenfalls die obigen Werte. 

Nach dem gleichen Verfahren habe ich bei einer Reihe 
anderer Krankheiten') Untersuchungen des Harns angefihrt. 
Auch dabei ist mir bislang das Urinporphyrin i. Fischers 
nicht begegnet; vielmehr zeigte das meist nur in recht geringen 
Mengen nachweisbare Porphyrin, soweit seine Eigenschaften 
sich priifen lieBen, keine Abweichung vom Porphyrin , normaler“ 
Harne. Die Untersuchung soll auf andere Krankheiten ausgedehnt 
werden, um festzustellen, ob das pathologische Urinporphyrin 
H. Fischers vielleicht nur bei Himatoporphyrie vorkommt. 


IIL. 
Das Porphyrin des Harns bei Bleivergiftung. 
II. Mitteilung. 

Vor einiger Zeit habe ich iiber 3 Fille von gewerblicher 
Bleivergiftung berichtet.”) Bei wiederholter Untersuchung der 
zugehérigen Harne hatte ich darin ein Porphyrin nachweisen 
kénnen, das sich in den von mir priifbaren Eigenschaften wie 
H. Fischers Kotporphyrin (C,,H,,N,O,) verhielt. Ein anderes 
Porphyrin lieB sich in keiner Harnportion auffinden. 





') Cholelithiasis mit AbschluB der Galle, Ulcus ventriculi, Anaemia 
perniciosa, Icterus catarrhalis, Leberzirrhose, Malaria, Muskelrheumatis- 
mus, Grippe, himolytischer Icterus, Pleuraempyem, sekundiren Animien. 
Pneumonie, Herzkrankheiten. 

2) Uber das Porphyrin des Harns bei Bleivergiftung, Diese Zs. 
Bd. 119, S. 139 (1922). 


Be 
- 
ee 
ie 
\ Be 
P 
Re 
ey 





Bi a ac ct a ee ee 
Sle. dns pny ig Mh aa Re ee 
GRA a Meee eames a Se 


ec ROT ae 
2k Mae 





‘RAEN TRE Sea a ees 


Uber die natiirlichen Porphyrine. 179 


Da bisher in den wenigen Fallen, in denen Porphyrine 
aus Harn rein abgeschieden und genauer bestimmt worden 
waren, entweder ein Gemisch aus H. Fischers Urinporphyrin 
(C,,H,,N,0,,) mit einer kleineren Menge Kotporphyrin oder 
Urinporphyrin allein aufgefunden worden ist, erschien mir mein 
Befund zu iiberraschend, um ihn ohne weiteres als Regel gelten 
zu lassen. Ich bemiihte mich vielmehr, die Untersuchung auf 
weitere Falle von Erkrankungen durch Bleiwirkung bzw. von 
Bleikolik auszudehnen. Durch das dankenswerte Entgegen- 
kommen des Herrn Privatdozenten Dr. L. Schwarz vom 
hiesigen Hygienischen Institut, in dessen Hiinden die iirztliche 
Uberwachung und Beratung solcher Kranker liegt, erhielt ich 
die Gelegenheit, jeden seiner weiteren sichergestellten Fille 
in der angegebenen Richtung zu untersuchen. Im Laufe dieses 
Jahres habe ich so die Harne von sieben neuen Fillen be- 
arbeiten kénnen.') Giinstige iuBere Umstiinde erméglichten mir, 
die Harne regelmiSig vom Hoéhepunkt der Erkrankung an 
wochenlang, jedenfalls bis zum Abklingen der Erscheinungen, 
bei einigen Fiillen wihrend vieler Wochen zu beobachten. 

Die neuen Versuchsergebnisse decken sich nun 
vollkommen mit denen der friiheren Mitteilung. Jede 
Harnportion aller Fille enthielt Porphyrin in betrachtlich 
vermehrten Mengen; bei den, ausweislich der anderen Sym- 
ptome (starker Bleisaum, basophile Granulation der roten 





') Wiihrend des Druckes der Abhandlung sind mir noch zwei 
weitere Fille von Bleivergiftung mit deutlichen klinischen Symptomen 
zur Untersuchung iiberwiesen worden; einer von Herrn Dr. L. Schwarz, 
der andere von Herrn Dr. Kowitz (Eppendorf). Bei beiden Fallen ent- 
hielt der Harn betriichtlich vermehrten Gehalt an Porphyrin, das sich 
genau so verhielt wie bei den iibrigen Fillen. In dem einen Falle 
konnte ich auch die Fiizes auf Porphyringehalt priifen und feststellen, 
daB eine ziemlich betriichtliche Menge vorhanden war. Uber die Art 
dieses Porphyrins hoffe ich spiiter Niheres mitteilen zu kénnen. Um 
H. Fischers Urinporphyrin (C,,H,,N,0,,) kann es sich nach dem bis- 
herigen Ergebnis der Untersuchung nicht handeln, dagegen passen die 
vorliufig festgestellten Eigenschaften gut zu H. Fischers Kotporphyrin. 
— In dem andern Falle konnte ich auch das Blutserum untersuchen; 
Porphyrin lie8 sich darin nicht nachweisen. 
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Blutkérperchen u. a.) schweren Fallen war der Porphyringehalt 
relativ recht hoch, die Farbe der Harne auch dunkler, in 
groBer Schichtdicke braungelb oder rétlichgelb, vereinzelt dunkel- 
orange (dann reich an Urobilin), ohne indessen auch nur an- 
genahert jene weinrote Farbe aufzuweisen, wie sie mir von einer 
Reihe von Fallen echter Himatoporphyrie (verschiedener Atio- 
logie) bekannt ist. Damit stimmt das absorptive Verhalten der 
Harne iiberein. In maBiger Schichtdicke untersucht, zeigte keine 
Harnprobe unmittelbar ein deutliches, d.h. vollstandiges Por- 
phyrinspektrum, wohl aber lieferten manche der dunkleren Harn- 
portionen nach starkem Ansiuern mit Salzsiure schon in 4—8cm 
Schichtdicke mehr oder weniger deutlich das _,,Porphyrin-Siure- 
spektrum“. 

In keiner Harnportion habe ich ein Porphyrin von den 
Kigenschaften des ,,Urinporphyrins“ C,,H,,N,O,, auffinden 
kénnen. Das vorhandene Porphyrin lieB sich aus den mit 
Essigséure angesaiuerten Harnen ausnahmslos mit Ather voll- 
standig bzw. bis auf eine bedeutungslose Spur ausziehen. Schon 
bei kurzem Durchschiitteln mit der gleichen Raummenge Ather 
gab der mit etwa 0,3—0,5°/, Hisessig angesiuerte Harn die 
Hauptmenge des Farbstofis ab. Durch Wiederholung des Vor- 
gangs lieB sich auch der geringe Rest gewinnen. In wiederholten 
vergleichenden Versuchen wurde erwiesen, daB das vorhandene 
Porphyrin durch Fallung nach Garrod trotz reichlichen 
Phosphatniederschlags oft weniger vollstindig abgeschieden 
wird als durch Behandlung des Harns mit Essigsiiure und Ather. 

Zu niaherer Kennzeichnung des Porphyrins bin ich bei 
jedem Falle von der durch Essigsiure-Atherextraktion ge- 
wonnenen Farbstofflésung ausgegangen, habe daneben aber 
in mehreren Fallen auch noch den durch Garrodfallung ge- 
wonnenen Farbstoffniederschlag gepriift. 

Bei einigen (leichteren) Fallen, bzw. denjenigen mit ge- 
ringem Porphyringehalt des Harns habe ich mich darauf 
beschrinken miissen, die aus dem Atherauszug gewonnene 
Lésung des Farbstoffs in Salzsiure ohne weiteres spektro- 
metrisch zu priifen, weil seine Menge nicht ausreichte, um ihn 
durch Umscheiden aus n/10-KOH zu reinigen. Es wurde aber 
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streng darauf geachtet, daB die fiir die Untersuchung bestimmte 
Lésung des Farbstofis 25—26°/, HCl enthielt, da nur so ein 
zuverlissiger Vergleich mit den von mir friiher fir die natiir- 
lichen Porphyrine festgestellten spektrometrischen Grundwerten 
moglich ist.4) Bei 4 Fallen konnte ich das rohe Porphyrin 
aber reinigen, indem ich seine Auflésung in verdiinnter Kali- 
lauge mit Essigsiure ansaiuerte. Je nach der vorhandenen 
Menge an Porphyrin entsteht dabei mehr oder weniger schnell 
eine Ausscheidung des Farbstoffs, bei geringem Gehalt blieb 
er oft wenigstens stundenlang kolloidal gelést; doch habe ich 
durch sparsame Anwendung des Lésungsmittels erreicht, daf 
der Farbstoff durch Abfiltrieren, wenn auch nur als feiner 
Filterbelag, gewonnen wurde. Vielfach habe ich diesen Filter- 
belag durch Auflésen in wenig n/10-KOH und Ausfillen des 
Filtrats mit Kssigsiure weiter reinigen kénnen. — Sonst wurde 
er in 25°/, iger HCL') oder n/10-KOH gelést zu den entscheidenden 
spektrometrischen Bestimmungen benutzt. Mit den angewandten 
Prifungsmitteln habe ich einen Unterschied in der Art des 
Porphyrins der einzelnen Fille nicht feststellen kénnen. 

Die 25—26°/, HCl enthaltenden Liésungen zeigten je 
nach dem Farbstoffgehalt entweder nur die beiden Haupt- 
streifen I, If] und den dazwischen liegenden, weniger genau 
meBbaren und schwicheren Streifen IL oder aber auBerdem 
auch noch die schwachen Streifen IV (einfacher Streifen) und V 
(Doppelstreifen). Den Ort der genau meSbaren Hauptstreifen I 
und III fand ich bei allen neuen Fallen mit denen des Kot- 
porphyrins?) (C,,H,,.N,O,) iibereinstimmend. Bei Harnen aus 
der Genesungszeit, bei denen der vorher hohe Porphyringehalt 
stark zuriickgegangen und eine weitergehende Reinigung der 
winzigen Farbstoffmengen nicht miglich war, lieBen sich die 
Messungen nur angenihert genau ausfiihren; in solchen Fallen 





‘) Um den auf dem Filter an der Luft eingetrockneten Farbstoff 
leicht in 25°/,ige HCl-Lisung zu bringen, befeuchte ich ihn zuvor mit 
einem Tropfen Sodalésung und iibergieBe ihn dann mit der vorgesehenen 
Anzahl Kubikzentimeter Salzsiiure. 

2) Wegen der spektrometrischen Grundwerte der reinen Porphyrine 
vgl. meine Tabelle in dieser Zs. Bd. 98, S. 171 (1916). 
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ist man gendtigt, die porphyrinarmen Ausziige in gréBeren 
Schichtdicken zu priifen, wobei andere (urobilinartige) Farb- 
gtoffe durch die Verdunkelung eines Teils des Spektrums die 
MeBgenauigkeit beeintrichtigen. Ich halte die dabei beobach- 
teten Abweichungen (I. Streifen z. B. 593,7—594 statt rund 
593,0) in Anbetracht der besonderen Umstiinde fiir bedeutungslos, 
um so mehr, als die aus den porphyrinreichen Harnen ge- 
wonnenen, gereinigten Farbstofflésungen eine nachweisbare 
Abweichung in der Lage der Streifen gegeniiber dem reinen 
Kotporphyrin (C,,H,,N,O,) in keinem Falle gezeigt haben. 
Wie oben schon kurz angegeben wurde, habe ich zur 
Gewinnung des Farbstofis die Harne mit Essigsiure angesiuert 
und mit Ather ausgezogen. Zuniichst wurden die abgetrennten 
Atherausziige, um jeden Verlust an Farbstoff zu vermeiden, 
nach dem Filtrieren im Vakuum eingeengt und einer vor- 
laufigen Priifung unterzogen. Danach habe ich die aus gréferen 
Mengen Harn gewonnenen essigsauren Atherausziige wieder- 
holt mit Wasser gewaschen, filtriert, im Vakuum vollstiindig 
eingedampft und die Riickstiinde anfiinglich erneut in Ather 
gelést, die Lésung halbiert und einen Teil mit Salzsiure, den 
andern mit verdiinnter Kalilauge ausgezogen und die filtrierten 
Ausziige untersucht. Um den Farbstoff méglichst rein zu 
gewinnen, wurden die Verdampfungsriickstinde der aus gréBeren 
Mengen Harn dargestellten, gewaschenen sauren Atherausziige 
in n/10- oder auch ahnlich schwacher Kalilauge gelést, filtriert 
and mit Essigsiure angesiiuert. Bei reichlichem Farbstoffgehalt 
flockte der Farbstoff gleich oder sehr bald aus, bei geringerem 
erst nach langem Stehen. Er wurde abfiltriert, bei geniigend 
erscheinender Menge nochmals in derselben Weise umgeschieden 
und nach dem Trocknen bei Zimmertemperatur zu den ent- 
scheidenden Porphyrinproben benutzt. Spiter habe ich viel- 
fach das Verdampfen der gewaschenen Atherausziige unter- 
lassen und sie nach dem Trocknen mit entwdssertem Natrium- 
sulfat mit 25°/, iger Salzsiiure ausgeschiittelt, die das Porphyrin 
gut aufnimmt. Mehrfach habe ich das Porphyrin aus dem 
Ather auch mit miBig starker Kalilauge ausgeschiittelt, dann 
mit Kssigsiure ausgeflockt und aus n/10-KOH umgeschieden. 
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Lésungen des geniigend gereinigten Porphyrins in 25 °/,iger 
Salzsiure stimmten im Farbton mit denen des Kotporphyrins 
iiberein, sie waren rot-rotviolett, wihrend die Lisungen des 
reinen Harnporphyrins (C,,H,,N,O,,) bekanntlich _ blau- 
violett sind. 

Da eine Wiedergabe der Protokolle iiber die sehr zahl- 
reichen Einzelversuche, die ich an den Harnen der sieben 
neuen Faille im Laufe der letzten 10 Monate ausgefiihrt habe, 
den Umfang der Abhandlung unnétig vergréBern wiirde, be- 
gniige ich mich mit der Beschreibung einer Untersuchung des 
Harns vom Kranken F., eines der schwereren Fille. 

Harnfarbe in 10—15 cm dicker Schicht rotgelb. Im 
Vergleich zu mehreren anderen Fillen enthalt er auffallend 
wenig Urobilin. 

Vorversuche. 1. Harn mit Essigsiiure angesiiuert, mit Ather 
geschiittelt, Atherauszug schwach rot (!), filtriert, im Vakuum eingedampft, 
der (braunlich-) rote Riickstand dient zu folgenden Versuchen: 

a) Ein Teil wird mit so viel 27°/, iger Salzsiure aufgenommen, 
daB die Lésung etwa 25—26°/, HCl enthilt, filtriert und gepriift: Reines 
Porphyrinspektrum; Ort der Streifen: I. 593,7, II. etwa 573,9, ILI. 550,5 
(Einstellung auf das Minimum, da der Streifen deutlich die Aufhellung 
in der Mitte zeigt) Lésung wird mit Wasser verdiinnt und mit 15°, 
Kalilauge stark iibersiittigt; sie gibt jetzt das bekannte 4streifige Spektrum 
alkalischer Porphyrinlésungen. Ort der Streifen: I. 617,6, Il. unsym- 
metrisch, dunkelste Stelle violettwirts von der Mitte angenihert auf 564,7, 
Ill. 540,7, LV. angeniihert auf 505 (stirkster Streifen). Streifen I und III 
angenihert gleich stark, III nur etwas stirker, Il etwas schwiicher als I. 
Nach lingerem Stehen vor dem Apparat im Strahlengang des Nernst- 
lichtes tritt der von mir als Kali-Lichtreaktion bezeichnete Vorgang ein: 
es erscheint im Blau ein V. Streifen. 

b) Hauptmenge des Riickstands mit Wasser verrieben, mit wenig 
Kalilauge alkalisiert, wobei er sich vollstiindig auflést, filtriert, Filtrat 
mit Essigsiure angesiuert, milchige Triibung abfiltriert, Filtrat schwach 
gelb. Auf dem Filter verbleibt als brauner Belag das Porphyrin, das 
unter Lichtabschlu8 im Dunkeln an der Luft getrocknet wird; die Hilfte 
des Farbstoffs in n/10-KOH gelést, gibt das Porphyrinspektrum alkalischer 
Lisungen mit folgender Lage der Streifen: I. 616,6, IJ. unsymmetrisch, 
Maximum violettwiirts von der Mitte angenihert auf 565,0, III. symmetrisch 
588,0, IV. angenihert 504,5. Die andere Hilfte mit einem Trépfchen 
Soda befeuchtet und dann in 26°/,iger Salzsiure gelist, gibt das reine 
Porphyrin-Siiurespektrum (Str. I 593,0, III. 550,0). 
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2. 1 Liter Harn mit 4 ccm Eisessig angesiuert und mit 1 Liter 
Ather ausgezogen, dann nochmals 1 Liter Harn und 4 ccm Eisessig mit 
dem Atherauszug geschiittelt, der abgetrennte Atherauszug im Vakuum 
abdestilliert. (Ein kleiner Teil des Riickstands in Ather gelést, mit 10 cem 
26°/, igem HCl geschiittelt. Die Salzsiure gibt reines Porphyrinspektrum, 
I 593,1, II angenihert 573,7, III 550,3.) Die Hauptmenge des Riick- 
stands mit n/10-KOH behandelt, list sich fast vollstiindig auf und gibt 
nach dem Filtrieren und Ansiuern mit Essigsiiure zunichst milchige 
Triibung, allmihlich Niederschlag, der abfiltriert, ausgewaschen und an 
der Luft getrocknet wird. Die Hilfte wird nach dem Durchfeuchten 
mit 1 Tropfen Sodalésung in 26 °/, iger Salzsiiure gelést. Die farbstoffreiche, 
weinrote Liésung gibt das reine Porphyrin-Saiurespektrum mit folgender 
Lage der Streifen: I. 593,0, Il. 573,4, III. 550,3, IV. angenihert 524,7, 
V. (Doppelstreifen) 509,6 = Ort des Minimums (der Aufhellung). Die 
andere Hilfte in n/10-KOH gelést, gibt das 4streifige Spektrum: I. 617,4, 
II. angenahert 564,5, III. 538,4, IV. (fast symmetrisch, aber ziemlich breit) 
angeniihert 504,2. 

3. Gleiche Raummengen Harn wurden, a) durch Essigsiiure-Ather- 
behandlung. b) nach Garrod, auf Porphyrin verarbeitet. Trotzdem ein 
reichlicher Phosphatniederschlag entstand, war darin viel weniger Porphyrin 
enthalten als im Essigsiiure-Atherauszug. Die nach 3. ,,a“¢ und 3. ,,b“ 
gewonnenen Farbstoffe lieferten das Porphyrinspektrum mit derselben 
Lage der Streifen. 

4. 500 ccm Harn mit 30 ccm 15°/,iger Kalilauge gefillt, Niederschlag 
abfiltriert, abgepreBt (rosa Farbton), an der Luft getrocknet, in der eben 
ausreichenden Menge 25°/,iger Salzsiiure geliést, mit der 20fachen Menge 
26 °/, iger Salzsiure verdiinnt und spektrometrisch gepriift: Porphyrin- 
Siiurespektrum (Streifen I. 593,4, III. 550,2). 

5. Mehrere Liter Harn wurden mit Essigsiure angesiiuert und mit 
mehreren gréBeren Portionen Ather ausgeschiittelt. Versuche, durch 
Fallungsmittel im ausgeiitherten Harn noch ein anderes Porphyrin nach- 
zuweisen, blieben erfolglos. 

6. 500 cem Harn werden mit Essigsiure angesiuert und mit Essig- 
ther ausgeschiittelt, in den das Porphyrin ebenfalls leicht iibergeht. 
Aus dem mit geniigend Ather vermischten Essigiitherauszug laBt sich 
das Porphyrin mit Salzsiiure ausschiitteln. 


Hauptversuch. Der frisch gesammelte Harn wurde in Mengen 
von einem bis mehreren Litern wihrend lingerer Zeit in der oben be- 
schriebenen Weise (Essigsiure-Atherextraktion) auf Porphyrin verarbeitet, 
wobei der Farbstoff jedesmal durch Umscheiden aus n/10-KOH gereinigt, 
danach gewaschen und an der Luft getrocknet wurde. Da der Porphyrin- 
gehalt des Harns wie bei den iibrigen Fallen nach Einleitung der arzt- 
lichen Behandlung langsam abnahm, muBten sehr viele Tagesmengen 
Harn verarbeitet werden, um soviel Farbstoff zu erhalten, daB ein 
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Versuch zur Darstellung eines krystallinischen Derivates nicht von 
vornherein aussichtslos erschien. Nachdem so eine gréBere Anzahl 
kleiner Filter mit dem Porphyrinbelag zur Verfiigung standen, habe ich 
diese nach dem Vorgange von H. Fischer verestert, indem ich sie mit 
20 cem Methylalkohol iibergo8 und diesen unter Eiskiihlung mit trocknem 
HCl-Gas sittigte. Der Farbstoff ging vollstindig in Lésung. Die Ester- 
lésung wurde unter Kiihlung mit der 4-fachen Menge Wasser verdiinnt, 
mit Soda alkalisiert und mit Chloroform ausgeschiittelt, das den Farb- 
stoff vollstiindig aufnahm. Leider ging durch ein MiBgeschick die 
Hilfte der Chloroformlésung verloren. Der Rest wurde eingeengt. Ein 
Versuch, daraus durch EingieBen in heifen Methylalkohol usw., nach 
H. Fischers Vorschrift, den Porphyrinester in Krystallen zu erhalten, 
gelang nicht. Die Farbstofimenge war noch zu gering. Ich habe deshalb 
die Lésung zur Trockne gebracht, den Ester durch einstiindiges Kochen 
mit 10°/,iger KOH am RiickfluBkiihler verseift und die filtrierte Fliissigkeit 
mit Essigsiiure angesiiuert, wobei das Porphyrin sofort in Flocken aus- 
fiel. Den abfiltrierten und gut gewaschenen Niederschlag habe ich an 
der Luft unter Lichtabschlu8 getrocknet und spektrometrisch und spektro- 
graphisch untersucht. Die Lésungen in 25°/,iger HCl und in n/10-KOH 
ergaben die zugehérigen Spektra vollstindig rein und mit folgender 
Lage der Streifen. 

a) Okulare Bestimmungen mit dem Gitterspektrometer. 

1. Lésung in 25°/,iger Salzsiiure: rot. 

I. 593,1, Il. etwa 573,4, I. 550,0, IV. angenihert 525,7, V. etwa 
509,8 (Doppelstreifen, Ort der Aufhellung bestimmt). 

2. Lésung in n/10-KOH: rotbraun. 

I. symmetrisch 618, II. unsymmetrisch, Maximum violettwiirts von 
der Mitte, angenihert auf 565,7, II. symmetrisch 538, IV. angenihert 503,6. 

b. Spektrographische Untersuchung mit dem Gitter- 
spektrographen. 

Zu der Aufnahme diente obige rote Lésung in 25°/,iger Salzsiure. 
Die Ausmessung der Platten ergab fiir den Ort der 3 Hauptstreifen: 
I. 592,6, ILI. 550,1, VI. 405,6. 

Wenngleich meine Hoffnung, das Porphyrin durch Analyse 
eines krystallinischen Derivates schon jetzt endgiiltig zu iden- 
tifizieren, noch nicht in Erfiillung gegangen ist, so lieferten 
die Untersuchungen an nunmehr 12 sicher gestellten Fallen 
von Bleivergiftung doch den Beweis, daB es sich bei ver- 
mehrter Porphyrinauscheidung bei Bleikolik bzw. Bleieinwirkung 
um etwas anderes handelt als bei den verschiedenen Formen 
der als Himatoporphyrie bezeichneten Krankheit, insofern als 
nach dem jetzigen Stande unserer Kenntnisse bei dieser aus- 
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schlieBlich oder weit tiberwiegend H. Fischers Urinporphyrin, 
bei der Bleivergiftung aber nach obigem ein anderes Porphyrin 
ausgeschieden wird, das in seinen bislang gepriiften Eigen- 
schaften die Merkmale des Kotporphyrins zeigt. Soweit meine 
bisherigen Feststellungen iiber die Art des im Harn Gesunder 
gefundenen Porphyrins ein Urteil gestatten, gleicht dieses dem 
Porphyrin bei Bleivergiftung. Sollte die weitere Untersuchung 
beide K6rper endgiiltig als chemisch identisch erweisen, so 
besteht bei der Bleikolik bzw. Bleivergiftung eine vermehrte 
Ausscheidung des ,,physiologischen“ Porphyrins, wahrend der 
Hamatoporphyrie die Ausscheidung eines pathologischen Harn- 
porphyrins der Zusammensetzung C,,H,,N,O,,, allein oder 
neben dem ,,Kotporphyrin“, eigentiimlich zu sein scheint. Ein 
sicheres Urteil wird erst méglich sein, wenn bei einer gréBeren 
Anzahl Falle von Hamatoporphyrie genaue Untersuchungen 
iiber die Art des ausgeschiedenen Porphyrins ausgefiihrt sein 
werden. In bezug auf die sog. ,,Himatoporphyrinurie“ bei 
Bleivergiftung scheint es mir vor der Hand richtiger, nur von 
vermehrtem Porphyringehalt zu sprechen, um Verwechslungen 
mit dem Ausdruck ,,Himatoporphyrie“ vorzubeugen, den Hans 
Giinther zur Kennzeichnung einer bestimmten pathologischen 
Konstitution bzw. eines besonderen Symptomenkomplexes ge- 
pragt hat. Ich hoffe spater tiber die weitere Untersuchung 
des beschriebenen Porphyrins berichten zu kénnen. 

Um Harn bei fraglicher Bleiwirkung auf Porphyrin schnell 
zu priifen, eignet sich die Atherextraktion sehr gut. Der Farb- 
stoff laBt sich aus dem mit ungefihr 1°/, Eisessig versetzten 
Harn durch sein Volumen an Ather gréBtenteils ausschiitteln. 
Benutzt man z. B. bei etwas porphyrinreicherem Harn 100 bis 
300 ccm und schiittelt den sauber abgetrennten (am besten 
mit entwassertem Natriumsulfat getrockneten) Ather mit 5 bis 
10 ccm 25°/,iger Salzséure, so gewinnt man den Farbstoff in 
einer zum spektroskopischen Nachweis recht geeigneten Lésung.’) 








1) Wie oben schon erwihnt wurde, konnte ich ihn aus dem Ather 
auch mit Kalilauge geeigneter Konzentration teilweise ausschiitteln, ziehe 
aber das Ausschiitteln mit Salzsiure vor, zumal die alkalische Lésung das 
Spektrum bekanntlich nicht so stark zeigt wie die salzsaure Lésung. 
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Als die beschriebene Untersuchung iiber das Porphyrin 
des Harns bei Bleivergiftung fast abgeschlossen war, gelangte 
ich durch die Freundlichkeit H. Giinthers in den Besitz 
seiner neuen umfassenden Abhandlung iiber ,.die Bedeutung der 
Hamatoporphyrine in Physiologie und Pathologie“) H. Giinther 
berichtet auch iiber eigene Untersuchungen an Harnen bei Blei- 
wirkung. Es waren ,eine Reihe von Bleikoliken“ und ,,eine 
gréBere Zahl von Vergiftungsfallen durch die Naunhofer Wasser- 
leitung (vor Kriegsausbruch)“. In einer Tafel (auf S. 735) gibt 
Giinther eine Zusammenstellung seiner an 16 Fallen erhobenen 
Befunde iiber die Beschaffenheit des Blutes und andere klinische 
Symptome, sowie iiber den Gehalt des Harns an Porphyrin, 
den er quantitativ bestimmt hat und durch Zahlen belegt. 
Giinther verarbeitete je 1 Liter nach Garrod und fand darin 
bis zu 0,5 mg. Die Art des vorliegenden Porphyrins 
ist von Giinther nicht festgestellt worden. — Auf die 
sehr beachtenswerten Ausfiihrungen Giinthers iiber die Be- 
ziehungen des Saturnismus zum Porphyrismus kann an dieser 
Stelle nur hingewiesen werden. 


IV. 
Das Porphyrin des Blutes bei congenitaler 
Himatoporphyrie. 


Bei einem Falle dieser Krankheit?) konnte ich im Jahre 1916 
zuerst die Anwesenheit eines Porphyrins im Blute durch 
chemisch-spektroskopisehe Reaktionen feststellen.*) Bei dem 
an vier verschiedenen Tagen (dreimal im Juni, einmal im 
Oktober) entnommenen Blut fielen die Proben jedesmal positiv 
aus. Weitere Untersuchungen an Blutproben, die am 12. Dez. 





1) Separatabdruck aus ,,Ergebnisse der Allgemeinen Pathologie und 
Pathologischen Anatomie des Menschen und der Tiere“. XX. Jahrgang, 
1. Abteilung. Verlag von J. F. Bergmann, Miinchen u. Wiesbaden 1922,8. 734. 

*) Es ist derselbe Kranke (Petry), iiber den H. Giinther in seiner 
bekannten grundlegenden Abhandlung ,,Die Hiimatoporphyrie“’ eingehend 
berichtet hat (Deutsches Archiv f. Klin. Medizin Bd. 105, S. 89, 1911). 

’) Hamburger Arztekorrespondenz Nr. 28, 1916, vom 9. Juli, ferner 
diese Zs. Bd. 98, S, 123 (1916). 
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1918 und 23. Jan. 1919 entnommen waren, hatten ebenfalls 
ein positives Ergebnis.!) Das von mir benutzte Nachweis- 
verfahren und die Protokolle der Versuche sind genau mit- 
geteilt worden. In der letzten Abhandlung wurde ferner an- 
gegeben, daf die Menge des im Blutserum vorhandenen Por- 
phyrins bei erheblichen Schwankungen im Durchschnitt wohl auf 
rund 1 mg in 100 ccm geschitzt werden kénnten (a.a.O. 8.168). ”) 


Als der Kranke im Mirz dieses Jahres wegen seiner 
Klagen iiber ,,Herzbeschwerden“ im hiesigen Krankenhause 
erneut irztlich untersucht und behandelt wurde, habe ich die 
Gelegenheit benutzt, um das Blut nochmals einer genauen 
Untersuchung auf seinen Gehalt an pathologischen Farbstoffen 
zu unterziehen und dabei auch einen Versuch zur niiheren 
Kennzeichnung der Art des im Blute aufgefundenen Porphyrins 
zu machen. 

Die neuen Versuchsergebnisse haben wiederum eine Be- 
stitigung der ersten Beobachtung gebracht. Ebenso wie bei 
jeder der triiheren Blutentnahmen lieB sich auch diesmal ein 
geringer Gehalt an Porphyrin im frisch gewonnenen Blutserum 
nachweisen. Ks enthielt wiederum Hiimatin und wie bei den 
letzten Blutentnahmen eine pathologisch erhéhte Menge Bilirubin, 
[,,direkte* Diazoreaktion negativ, ,,indirekte“ (am Alkoholauszug 
nach van den Bergh und Muller)’) positiv; Gmelins Reaktion 
am Verdamptungsriickstand des Alkoholauszuges deutlich positiv |. 

1) O. Schumm, Weitere Untersuchungen bei Haematoporphyria 
congenita, Diese Zs. Bd. 105, S. 158 (1919). 

*) Diese Zs. Bd. 105, $. 164 (1919). Eine ganz genaue Bestimmung des 
Gehalts an Porphyrin durch vergleichende spektrometrische Bestimmungen 
im sichtbaren Spektrum war deswegen nicht méglich, weil das Spektruin 
im ganzen lichtschwicher war als die kiinstlich hergestellten Vergleichs- 
fliissigkeiten (zugehériger Harn mit Salzsiurezusatz, schwach bilirubin- 
haltiges Serum mit Zusatz von Fischers Urinporphyrin, wenig Oxy- 
himoglobin und Salzsiiure u.a.). Uber genauere quantitative Bestimmungen 
des Porphyringehalts, die sich auf die vergleichende spektrographische 
Untersuchung iiber die Intensitit der Violettabsorption vou Serum-Salz- 
siiuregemischen griinden, hoffe ich spiiter berichten zu kénnen. 

8) A. A. Hymans y.d. Berg und P. Muller, Uber eine direkte 
und indirekte Diazoreaktion auf Bilirubin, Biochem. Zs. Bd. 77, S.90 (1916). 
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In seiner neuesten Abhandlung iiber das Vorkommen der 
Porphyrine') erinnert H. Giinther daran, daB bei unserem 
Falle (Petry) von ihm und auch von H. Fischer im Blutserum 
Porphyrin nicht gefunden worden sei und fahrt fort ,Schumm 
berichtet allerdings, daB ihm bei demselben Falle der Nach- 
weis zeitweilig gegliickt ist“. Da dieser Ausspruch dahin 
gedeutet werden kénnte, da8 mir der Nachweis im Blute dieses 
Kranken auch einmal nicht gelungen sei, méchte ich hervor- 
heben, daB ich iiber alle von mir an diesem Falle ausgefiihrten 
Blutuntersuchungen in dieser Zeitschrift berichtet habe. Mir 
ist keine Probe Blut dieses Kranken vorgekommen, in der 
der Porphyringehalt fehlte. Das Blut ist von mir gelegentlich 
sieben zeitlich erheblich auseinanderliegender Entnahmen unter- 
sucht worden (1916—1922). Am _ geringsten ,nahe an der 
Grenze der Nachweisbarkeit“?) fand ich den Porphyringehalt 
bei der dritten Blutentnahme, am 23. Juni 1916. Zu der 
Frage, ob in den Jahren vor 1916 Porphyrin im Blute etwa 
in geringerer Menge vorhanden gewesen ist, habe ich mich 
im Jahre 1916 schon geiuBert. %) 

Schon in den ersten beiden Mitteilungen konnte ich zeigen, 
daB das im Blute enthaltene Porphyrin sich bei der Probe 
mit geringem HCl-Zusatz spektralanalytisch nicht wie Kot- 
porphyrin verhalt, sondern wie der Harn des Kranken (der ja 
iiberwiegend H. Fischers Harnporphyrin mit einer viel kleineren 
Menge Kotporphyrin enthilt) oder auch wie eine Lésung von 
Harnhimatoporphyrin allein. Auch diesen Befund habe 
ich bestitigen und durch eine spektrographische 
Untersuchung noch erhirten kénnen. Bekanntlich zeigen 
sehr schwache Lésungen der Porphyrine in Salzsiure bei der 
spektrographischen Untersuchung mit einem Gitterspektro- 
graphen einen scharf begrenzten und deshalb seiner Lage nach 
genau bestimmbaren Absorptionsstreifen im Violett, dessen 
Ort je nach der Art des Porphyrins mehr oder weniger ver- 
schieden liegt. AuBerdem indert sich die Lage des Streifens 





) a. a. QO. S. 647. 
*) Vgl. diese Zs. Bd. 98, S, 136 (1916). 
*) a. a. 0. S. 181. 
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mit dem Gehalt der Lésung an HCl, wie dies ja fiir den Ort 
der Streifen im sichtbaren Spektrum schon seit langem 
bekannt ist. Ohne weiteres vergleichbar sind deswegen 
auch nur MeBergebnisse, die an Liésungen gleichen 
HCl-Gehalts gewonnen sind. Dieses Verfahren zum Nach- 
weis sehr kleiner Mengen von Porphyrin durch spektrographische 
Bestimmung des Violettstreifens habe ich nun auch benutzt, 
um das Porphyrin im Blutserum des Himatoporphyrie-Kranken 
niher zu charakterisieren. 

Gemische aus etwa 3 ccm Serum und 2 Tropfen 25°/,iger 
Salzsiure, die ich bei dem spektroskopischen Nachweis geringer 
Mengen Porphyrin mit Erfolg untersuchen konnte, hatten den 
Nachteil, daf sie nicht sehr lange klar blieben und von vorn- 
herein verhaltnismaBig weniger lichtdurchlissig waren als Ge- 
mische aus Serum und einem starken UberschuB an Salzsiure. 
Da es nun bei spektrographischen Aufnahmen sehr auf ge- 
niigende Lichtdurchlissigkeit ankommt, so habe ich in diesem 
Falle Gemische aus Serum und 2 Raumteilen 38°/, iger Salz- 
siiure benutzt, die ziemlich lichtdurchlissig waren. Ein solches 
Gemisch enthilt danach rund 25°/, HCl und miBte den Violett- 
streifen des vorhandenen Porphyrins ziemlich genau in der- 
selben Lage zeigen wie eine Liésung des gleichen reinen Por- 
phyrins in 25°/,iger HC]. An Losungen rein dargestellter Por- 
phyrine in 25°/,iger HCl ist nun friiher von mir der Ort des 
Violettstreifens gefunden worden: 

Fiir H. Fischers Urinporphyrin (Cyy)H3,N,0,,) uu 410,%. 

a: <a ‘s Kotporphyrin (C,,H,,N,0,) uu 408,8. 

Die Ausmessungen der spektrographischen Aufnahmen des 
etwa 25°/, HCl enthaltenden Serumgemisches mit dem Platten- 
mikrometer ergab fiir den Ort des Violettstreifens uu 410,1. 
Bei einer derartig nahen Ubereinstimmung von gefundenem und 
verlangtem Wert kann nicht bezweifelt werden, daB das im 
Blutserum des Kranken iiberwiegend vorhandene Porphyrin 
spektralanalytisch mit H. Fischers Urinporphyrin iiberein- 
stimmt. Eine Beimischung einer viel kleineren Menge 
von Kotporphyrin braucht den Ort der Streifen im 
Spektrum nicht so zu verandern, daB sie auf diesem 
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Wege sicher nachweisbar sein miBte. Somit steht von 
dieser Seite aus nichts der Annahme im Wege, dab das Blut- 
serum dieses Kranken vorwiegend H. Fischers Urinporphyrin, 
vielleicht gemengt mit einem viel kleineren Anteil Kotporphyrin, 
etwa wie beim Harn des Kranken, enthalt. Jedenfalls geben 
meine friiheren und diese Untersuchung keinen Anhaltspunkt 
fir die Annahme, daf das Porphyrin des Blutserums vor- 
wiegend Kotporphyrin sei. Ein hypothetisches, bisher im Orga- 
nismus nicht aufgefundenes Porphyrin, das sich bei obiger 
Untersuchungsweise von H. Fischers Urinporphyrin nicht 
deutlich unterschiede, kann beim jetzigen Stande unserer Kennt- 
nisse wohl auBer Betracht bleiben. 

Da das Porphyrin im Blute des Kranken seit seiner An- 
wesenheit in Hamburg bislang bei keiner Untersuchung gefehlt 
hat, der Kranke ferner in Hamburg, so lange ich ihn beob- 
achten konnte, ausnahmslos einen durch seinen Porphyringehalt 
roten Harn ausgeschieden hat, in seinem Organismus also 
dauernd Porphyrin in sehr groBen Mengen gebildet wird, so 
halte ich es fiir wahrscheinlich, daB wenigstens seit 1916, also 
seit 6 Jahren in seinem Blute Porphyrin, wenn nicht dauernd, 
so doch meistens in Mengen kreist, die zwar nicht groB genug 
sind, um bei oberflaichlicher Betrachtung des Serums in diinner 
Schicht mit einem vielleicht wenig leistungsfahigen Spektral- 
apparat durch die Anderung des Spektrums aufzufallen), die 
aber doch geniigen, um vom getibten Beobachter bei regel- 
rechter und eingehender spektroskopischer Priifung unter den 





1) Die verschiedenen Arten der sog. Handspektroskope geniigen 
zur zuverliissigen Durchfihrung derartig schwieriger Serumuntersuchungen 
nicht; die Anwendung von Prizisionsapparaten, die eine einwandfreie 
Ortsbestimmung der einzelnen Absorptionsstreifen mit Hilfe der Okular- 
marke (Fadenkreuz) im fehlerfreien Spektrum (bei Spektren mit ge- 
spiegelten Skalen fand ich vielfach stérende Lichterscheinungen u. a.!) 
erméglichen, ist dabei nicht zu umgehen. Genaue Kenntnis des Appa- 
rates, tiberhaupt vollkommene Beherrschung der Technik ist Voraus- 
setzung fiir die erfolgreiche Bearbeitung soleher Aufgaben. Uber- 
strahlung, zu groBe Helligkeit des Spektrums kann ebensowohl zu Be- 
obachtungsfehlern fiihren wie zu schwache Beleuchtung. Zur Erzeugung 
der richtigen Helligkeit soll der Kondensor auf der optischen Bank be- 
quem verschiebbar sein. 





































ee ee eee 
«Ne Bu 6 lt 


en —_ a 
Pag ee sik hee IS on Bago) Tn Ee Pe “Pauw oe ee Spb Sieh, Zahn AR Sy 


me 





192 O. Schumn, 


fir solche Fille gebotenen Versuchsbedingungen entdeckt 
werden zu kénnen. Ubrigens ist dieser bislang gleichzeitig der 
einzige Krankheitsfall, bei dem ich dauernd, d.h. bei jeder 
vorgenommenen Untersuchung einen starken Gehalt des Serums 
an freiem Himatin feststellen konnte. Selbst bei Fallen von 
pernizidser Anaimie, von denen ich seit ungefihr 10 Jahren 
mehrere Dutzend teils in regelmaiBigen Zwischenraumen wieder- 
holt gepriift habe, lieB sich nicht mit dieser RegelmiBigkeit 
Hamatin im Blutserum auffinden. 

Wegen der Eigenart des Gegenstandes erscheint mir eine 
genaue Wiedergabe des Protokolls der letzten (siebenten) Unter- 
suchung niitzlich, zumal sie gleichzeitig als Anhalt zur erfolg- 
reichen Untersuchung des Serums dhnlicher Falle dienen kann. 

Blutentnahme 6. Marz 1922 vormittags. Blut in 
groBen Zentrifugenglisern aufgefangen, nach einigem Stehen 
zentrifugiert. 

Serum in 1 cm briunlichgelb, klar, durchaus nicht opa- 
lisierend. 

a) Spektroskopische Untersuchung mit dem Gitter- 
spektrometer, dessen richtige EKichung und Einstellung auf 
vollkommene Bildschirfe von mir vorher gepriift wird. Spalt 
zur Erzielung gréBter Bildschirfe so eng wie méglich gestellt 
(0,03—0,04 mm je nach Schichtdicke des Serums). Beleuchtung 
des Spaltes mit Nernstlampe und Kondensor. 

Das Serum gibt in 4 cm Schichtdicke ein klares gut be- 
obachtbares Absorptionsbild, in dem der ziemlich dunkle 
schmale scharf begrenzte Absorptionsstreifen im Griin auf 
up 539,0 besonders auffallt. Daneben ziemlich starke Ab- 
sorption im Rot, die bei oberflachlicher Beobachtung als breites 
verwaschenes Band erscheinen kann, in der man aber bei ge- 
nauer Betrachtung zwei schwache Absorptionsmaxima, also 
zwei dunkelste Stellen auf ungefihr uu 642,0 und 616,5 findet. 
Im Griin sieht man auBer dem oben erwihnten Streifen (auf 
539,0) noch einen schwachen Streifen auf ungefahr 577,0 und 
einen sehr zarten Streifen auf ungefihr 562,0. Der Rest des 
Griin (von wu 518 an), sowie Blau und Violett sind ausgeléscht. 
In 5 em Schichtdicke ist das Serum schon reichlich dunkel, 
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bei 6 cm wird die Beobachtung (bei 0,03—0,04 mm Spaltweite) 
unsicher. 

Bei Zusatz von gesattigter Sodalésung tritt (abgesehen von 
der durch die Verdiinnung bewirkten geringen Aufhellung) keine 
wesentliche Anderung des ganzen Absorptionsbildes ein. Die 
Absorption im Rot bleibt bestehen. 

3ccm Serum + 2 Tropfen 25°/, iger Salzsiure. Die nach 
griindlichem Durchmischen zunichst fast klare, erst nach 
einiger Zeit triibe werdende Fliissigkeit zeigt bei sofortiger 
Priifung deutlich das Porphyrin-Siurespektrum, beide Haupt- 
streifen sind bei 2—6 cm Schichtdicke deutlich erkennbar und 
meBbar. Die Ortsbestimmung ergibt fiir die beiden Streifen: 
uw 593,0 und 549,5.1) Vorsichtiger Zusatz von Schwefel- 
ammonium zum Serum bewirkt starke Aufhellung im Rot und 
das Auftreten beider Sreifen des Haimochromogenspektrums; 
sein erster Streifen wird bestimmt zu wu 558,7, der zweite zu 
ungefahr 527 (Himatinnachweis!). Daneben bleibt das oben 
erwihnte Absorptionsmaximum im Rot auf 616,5 als sehr 
schwacher, ziemlich schmaler Streifen bestehen, dessen Ort 
jetzt zu wu 615,7 bestimmt wird. Auch der oben beim reinen 
Serum erwihnte Streifen auf uu 539,0 ist (Zwischen den 
beiden Himochromogenstreifen!) noch vorhanden, sein 
Ort wird zu 538,7 erneut bestimmt. 

Zusatz von Kalilauge zum reinen Serum bewirkt, ab- 
vesehen von der durch die Verdiinnung bedingten Abschwi- 
chung der Streifen, keine wesentliche Anderung des urspriing- 
lichen Absorptionsbildes. Das Verhalten des reinen Serums 
bei Zusatz von Sodalésung wie auch bei der bekannten Probe 
mit Schwefelammonium (Zusatz einer sehr kleinen Menge und 
Schiitteln mit Luft) ergibt, daB Methimoglobin in nachweis- 
harer Menge nicht vorhanden ist. 

Durch obige Feststellungen ist die Anwesenheit von Por- 
phyrin im Serum sicher erwiesen und gleichzeitig durch die 





1) Harn des gleichen Tages aut das 14 fache verdiinnt: 3 cem + 
2 Tropfen 25°/, iger Salzsiiure: 
Porphyrin-Siiurespektrum mit der Lage der beiden Hauptstreifen 
I. uu 592,5. IIT. 550,5. 
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sehr deutliche Himochromogenreaktion das vorhandene Himatin 
erkannt. 

Der an reinem Serum gesehene schwache Absorptions- 
streifen auf 577 ist durch die Anwesenheit einer Spur Oxy- 
hamoglobin bedingt; das schwache Absorptionsmaximum auf 
642 diirfte durch die Anwesenheit eines besonderen Farb- 
stofis bedingt sein, der bisher nicht erkannt ist. Vielleicht 
handelt es sich um denselben Absorptionsstreifen bzw. Farb- 
stoff, der schon mehrfach als Begleiter des Porphyrins gesehen 
worden ist. 

Den Gehalt des Serums an Hiamatin habe ich zu ,,Ht 8“ 
bestimmen kénnen, d.h. es enthielt angenihert 1,1 mg Ht in 
100 ccm.°) 

b) Spektrographische Untersuchung mit dem Gitter- 
spektrographen. Ihr Ziel war der Nachweis des Porphyrins 
durch die seiner HCl-Lésung eigentiimliche Absorption im 
Violett. Dieses sehr leistungsfahige und empfindliche Verfahren 
habe ich in diesem Falle herangezogen, um die Art des vor- 
liegenden Porphyrins so gut wie méglich zu kennzeichnen. 

Ausfithrung. 1 Raumteil frisches Serum + 2 Raumteile 
38°/,ige Salzsiure werden gemischt und sogleich spektro- 
graphisch aufgenommen; Reihenaufnahmen bei abnehmender 
Schichtdicke lieferten deutlich erkennbar den typischen Violett- 
streifen in der Lage wie bei Fischers Urinporphyrin (vgl. die 
auf der ‘Tafel wiedergegebenen Spektrogramme). Die Aus- 
messung der Negative mit dem Plattenmikrometer ergibt bei 
2 Reihen von Aufnahmen in der 1. Reihe den Ort zu 409,9 
in der zweiten zu 410,2. Um die Zuverlissigkeit des Verfahrens 
noch ausdriicklich zu erweisen, wurden von mir unter ganz 
gleichen Versuchsbedingungen Aufnahmen zweier frischer patho- 
logischer Blutsera und eines Pleuraexsudats gemacht, die je 
mit dem doppelten Volumen 38°/, iger (in einem Falle 40°/,- 
iger) Salzsiiure gemischt waren. Von den Sera enthielten: 





1) Vgl.: ,,Bestimmung des Gehaltes an Himatin“ in Abderhaldens 
Handbuch der Biologischen Arbeitsmethoden; Abschnitt ,,Bildung, Vor- 
kommen und Merkmale des Himatins, Nachweis und Bestimmung im 


Blutserum.“ 
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1.“ wenig Himatin, in maiBiger Menge Oxyhimoglobin, sehr reich- 
lich Bilirubin. 

2. in maéBiger Menge Himatin, reichlich Oxyhimoglobin, daneben Bili- 
rubin in etwa gleicher Menge wie das oben beschriebene Serum von Petry. 

»3-* Das Pleuraexsudat enthielt deutlich Methimoglobin, in maBiger 
Menge Himatin, wenig Oxyhimoglobin, reichlich Bilirubin, wenig Uro- 
bilin (!). 

Keine dieser Fliissigkeiten lieferte auch nur eine Andeu- 
tung eines Violettstreifens (vgl. die auf der Tafel wiedergegebenen 
Spektrogramme). Normales Serum, mit 2 Raumteilen 38 °/, iger Salzsiiure ge- 
mischt und in derselben Weise gepriift, gab ebenfalls keinen Violettstreifen. 


Nachtrag bei der Korrektur. 

Nach AbschluB vorstehender Untersuchungen bot sich mir 
die Gelegenheit, am Blute des Kranken Petry, der sich wegen 
Herzbeschwerden und Schwiche wieder in irztliche Behand- 
lung geben mufte, nochmals Untersuchungen anzustellen. Er 
fand Aufnahme auf der Direktorialabteilung (Prof. Dr. Brauer). 
Von dem ihn behandelnden Arzte, Herrn Dr. Becker, wurden 
mir iiber den klinischen Befund folgende Angaben freundlichst 
zur Verfiigung gestellt: Starke Odeme an den Beinen, Herz- 
insuffizienz, Milz stark vergréBert, starke Animie. Hamoglobin 


14°/,, Erythrocyten 920000, Poikilocytose, Anisocytose, starke : 

Polychromatophilie, sehr viele punktierte Erythrocyten; weiBe ee 

Blutkérperchen 3000, Myelocyten 1. i ‘ 
Einige Tage danach, am 14. XI. 22 wurde mir frisches, ; 


durch Venenpunktion am Vormittage entnommenes Blut zur 
Untersuchung iiberwiesen. An dem alsbald zentrifugierten Blute 
fiel uns sogleich der geringe Blutkérperchengehalt und mehr 
noch die gegen friiher bedeutend hellere Farbe des Serums 
auf. Ich nahm die Untersuchung mit den oben beschriebenen a 
Methoden unverziiglich in Angriff und fand dabei folgendes: i 

Serum vollkommen klar, in 1 em Schichtdicke gelb, sehr licht- al 
durchlissig, so daB spektroskopische Untersuchung noch in 11 em "| 
Schichtdicke méglich. 


a) Spektroskopische Untersuchung mit dem Gitter- | 
spektrometer (vgl. S. 192). : 


aa) Absorptionsbild bei 3—4 em Schichtdicke: 
Sehr geringe Absorption im Rot, Andeutung eines Absorptions- 
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streifens im Griin; der erste Absorptionsstreifen des Oxyhiimoglobins 
im Gelb kaum angedeutet. 

bb) Absorptionsbild bei 10—11 em Schichtdicke: 

Schwacher Schatten im Rot auf ungefihr uu 643'), schwacher 
Streifen auf etwa 613, schwacher Streifen auf etwa 577, etwas deut- 
licherer Streifen auf 539. 

cc) Absorptionsbild bei 8 em Schichtdicke: wie bei bb), nur 
schwiicher. 

dd) Zusatz von Schwefelammonium zum Serum: 

Bei 4 cm Schichtdicke zeigt sich eben deutlich erkennbar der erste 
Absorptionsstreifen des Himochromogens auf uu 559 (= eben positive 
Himatinreaktion, ,,Ht 1“). 

ee) 9 ccm Serum und 6 Tropfen 25 °/,ige Salzsiiure; bei der Beob- 
achtung in 10 em Schichtdicke: 

Schwaches Porphyrin-Siurespektrum, I. Streifen schmal, zart, eben 
noch meBbar zu wu 592,5, IIL. Streifen breiter und dunkler, genau meb- 
bar zu 549,6. Bei der Beobachtung in 4 em Schichtdicke ist der 
erste Streifen nur schwach angedeutet, der zweite noch deutlich er- 
kennbar. 


Das Serum enthalt demnach (auBer einer Spur 
Oxyhamoglobin), Porphyrin und Himatin. Der Gehalt 
an Porphyrin ist deutlich schwicher, der an Himatin 
viel schwicher als bei friiheren Blutentnahmen. 

In Ausziigen der roten Blutkérperchen mit wiaBriger 
25 °/,iger Salzsiure oder alkoholischer Salzsiiure (Gemisch aus 
5 Raumteilen 25°/, Salzsiure und 95 Raumteilen Alkohol) lieB 
sich ein Porphyrin spektroskopisch nicht nachweisen. 

In einer Auischwemmung der roten Blutkérperchen mit 
physiologischer Salzlésung wurde auch bei mehrtigigem Stehen 
Porphyrinbildung nicht beobachtet. 


b) Spektrographische Untersuchung mit dem Gitter- 
spektrographen. 


In dieser Abhandlung?) ist zum ersten Male gezeigt worden, dab 
sich die Anwesenheit eines Porphyrins im Blutserum durch den 
spektrographischen Nachweis des ihm eigentiimlichen Absorptions- 
streifens im Violett sicherstellen liBt, der von Gemischen aus 1 Raum- 
teil Serum und 2 Raumteilen etwa 38°/,iger Salzsiiure bei richtig ge- 
wihlter Schichtdicke in groBer Schirfe erzeugt wird, auch wenn das 





') Wegen dieser Absorptionserscheinung vgl. das auf S. 194 Gesagte. 
2) Siehe S. 190. 
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Serum Hiamatin und reichlich Bilirabin enthilt. Da der Porphyrin- 
gehalt der vorliegenden, am 14. XI. 22 entnommenen Blutprobe be- 
sonders gering war, so erschien dieses Serum sehr geeignet, um daran 
die Brauchbarkeit des genannten Verfahrens zu erreichen. Zu dem 
Zweck machte ich spektrographische Aufnahmen von einer Mischung 
aus 1 Raumteil Serum und 2 Raumteilen 38 °/,iger Salzsiiure bei Schicht- 
dicken von 2, 1, 0,8, 05cm und darunter. Die Spaltweite betrug 
0,03 mm. Die von den mittleren Schichtdicken der Fliissigkeit her- 
gestellten Aufnahmen zeigten sehr deutlich den bekannten Violettstreifen 
der Porphyrine. Bei der Ortsbestimmung mit dem Plattenmikrometer 
fand ich ihn auf uu 409,83, ein Wert, der mit dem bei der friheren 
Untersuchung am Serum-Salzsiiuregemisch gefundenen (410,1) sehr gut 
iibereinstimmt (vgl. hierzu §. 190 u. 194).') 


Nachdem sich der Zustand des Kranken Petry unter der 
irztlichen Behandlung des Herrn Dr. Becker wesentlich ge- 
bessert hatte’), wurde nochmals eine Blutuntersuchung vor- 
genommen. Das am 19. XII. 22 vormittags durch Venen- 
punktion entnommene und bald danach zentrifugierte Blut 
lieferte ein vollkommen klares Serum, das in 1 cm Schicht- 
dicke dunkelgelb gefiirbt war. Die Farbe war zweifellos dunkler 
als bei der vorhergehenden Blutentnahme am 14. XI. 22, doch 
war das Serum lichtdurchlissig genug, um eine genaue spek- 
troskopische Priifung noch bei 4—6 cm Schichtdicke zu er- 





1) Am 12. XII. 22 bot sich mir die Gelegenheit, das Blut eines 
seit langer Zeit im Eppendorfer Krankenhause beobachteten Falles von 
himolytischem Icterus (A. Sch., 15 Jahre, behandelnder Arzt Dr. Diehl) 
auf pathologischen Farbstoffgehalt zu untersuchen. Das Serum war in 
1 em Schichtdicke stark rot, enthielt neben reichlich Oxyhimoglobin 
echtes Methiimoglobin (deutlicher Absorptionsstreifen auf up 634, bei 
Zusatz von Sodalésung verschwindend) und viel Bilirubin; es zeigte 
keinen Absorptionsstreifen des Porphyrins. Bei der spektrographischen 
Untersuchung eines Gemisches aus 1 Raumteil Serum und 2 Raumteilen 
38 °/,iger Salzsiure in abgestuften Schichtdicken zeigte sich ebenfalls 
keine Andeutung des Violettstreifens der Porphyrine; hierbei erwies 
sich der fragliche Spektralbezirk trotz der Anwesenheit von Methimo- 
globin und viel Bilirubin als frei von stérenden Absorptionserscheinungen. 

*) Herrn Dr. Becker verdanke ich dariiber folgende Angaben: 
Die Odeme sind verschwunden, desgleichen die Herzbeschwerden; Diurese 
sehr gut; die Milzschwellung besteht wie bisher, dagegen hat die Leber- 
schwellung abgenommen. — Blutbefund: Hiimoglobin 18°/,. Rote Blut- 
kérperchen 840000, Leukocyten 2400. 
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moéglichen. Es enthielt reichlich Bilirubin, die indirekte Diazo- 
reaktion nach van den Bergh und Muller war stark positiv, 
die direkte negativ. 


Spektroskopische Untersuchung mit dem Gitter- 
spektrometer. 


a) Absorptionsbild bei 6 em Schichtdicke: 

Schwacher Schatten angenihert auf uu 640'), schwacher Absorptions- 
streifen auf etwa wu 614, schwacher Absorptionsstreifen auf 577'/, 
(= I. Oxyhimoglobinstreifen), sehr schwacher, nur eben meBbarer Strei- 
fen angenihert auf 564, deutlicher Streifen auf uu 539, Rest des Spek- 
trums von etwa uu 510 ab fast ausgeléscht. 


b) Absorptionsbild bei 4 em Schichtdicke: 

Der sehr schwache Streifen auf ungefihr 564 ist nur noch an- 
gedeutet und nicht mehr meBbar, der Schatten bei ungefihr 640 sehr 
schwach, der Streifen auf 614 eben noch meB8bar, der auf 577/, noch 
etwas deutlicher, der Streifen auf 539 noch sehr deutlich und gut 
meBbar. 


e) Zusatz von Schwefelammonium zum Serum: 

Bei Beobachtung in 3—4 em Schichtdicke ist der Streifen auf 539 
noch deutlich sichtbar und bleibt bestehen; dicht daneben taucht als 
neuer Streifen der erste Himochromogenstreifen auf 559 auf (positive 
Himatinreaktion), er bleibt etwas schwiicher als der Streifen auf 539 
und ist bei 2 em Schichtdicke nicht mehr deutlich. Gehalt an Himatin 
demnach etwa ,,Ht 1'/,“. 


d) 3 cem Serum werden mit 2 Tropfen 25 °/,iger Salzsiiure gemischt. 


aa) Beobachtung in 4 em Schichtdicke: deutliches Porphyrin- 
Siurespektrum, Hauptstreifen I auf 593, Hauptstreifen III 
auf 550, dazwischen eben wahrnehmbar der schwichere 
Nebenstreifen II. 


bb) Beobachtung in 3 em Schichtdicke: dasselbe Spektrum, nur 
schwicher. Streifen III noch sehr deutlich (550), der 
schmiilere und schwiichere Streifen I eben noch meBbar 
zu 593. 


Das Serum enthilt demnach Porphyrin, Himatin, 
etwas Oxyhimoglobin und reichlich Bilirubin. Der Gehalt an 


Hiimatin ist um ein geringes, der an Porphyrin betriachtlich 
gréBer als bei der Untersuchung am 14. XI. 22. 





1) Wegen dieser Erscheinung vgl. das auf S. 194 Gesagte. 
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Zusammenfassung der bei den Blutuntersuchungen erzielten 
Ergebnisse. 


1. Bei einem Falle ausgepragter kongenitaler Hamato- 
porphyrie wurde bei neun innerhalb der letzten 61/, Jahre 
ausgefihrten Priifungen im frischen Blutserum jedesmal ein Ge- 
halt an Porphyrin und Himatin festgestellt. Das Serum enthielt 
regelmaBig in sehr geringer Menge Oxyhimoglobin, bei den fiinf 
letzten Untersuchungen reichlich Bilirubin. Dagegen konnten 
Methimoglobin und Sulfhimoglobin niemals nachgewiesen 
werden. Die Anwesenheit von Porphyrinogen konnte trotz 
mehrmaliger Priifung ebenfalls nicht festgestellt werden. Der 
(zehalt an Porphyrin und Hamatin weist betrichtliche Schwan- 
kungen auf; der Himatingehalt war bei den beiden letzten Blut- 
proben im Gegensatz zu frither auffalligerweise nur sehr gering. 
Bei mehrtagigem Stehen des Blutserums konnte eine Zunahme 
des Porphyringehaltes nicht festgestellt werden, auch zeigte 
sich keine Neubildung von Porphyrin beim Stehen einer 
Aufschwemmung der Erythrocyten in physiologischer Salzlisung. 

Der Gehalt des Blutes an roten Blutkérperchen und Blut- 
farbstoff hat (trotz voriibergehender Besserungen) seit 1911 sehr 
stark abgenommen. Er betrug nach Angabe von: 














Erythrocyten Himoglobin 
H. Giinther’) 1911. . 4148000 90 °/, 
ee See se ee 2980000 66 
C.tee> TT we ee. 1300000 35 
oe ee 1300000 25 
Becker, Nov. 1922 .... . 920000 14 
Becker, Dez. 1922 .... . 840000 18 


Die fiir den Gehalt des Blutserums an Himatin und Por- 
phyrin von mir gefundenen Werte ergeben sich aus folgender 
Zusammenstellung: 





') H. Giinther, Die Himatoporphyrie S. 134; Deutsch, Arch. fiir 
klin. Med. Bd. 105, S. 89 (1911). 

2) Vel. O. Schumm, diese Zs. Bd. 98, 8.131 (1916); Bd. 105, 
S. 165 (1919). 
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Farbe des Bas Spektrosko- 
a Tag der Ta +t Blutserums | 3'S] pi cche P b 
7. geszei 7 =| pische Proben 
Entnahme in 1 em @ to! auf Porphyrin 
Schichtdicke |= 
1} 1916 2. Juni | 2 Uhr nachm. | braiunlichgelb}| 8 |schwach positiv 
2} 1916 3. Juni | 10 Uhr vorm. “ 10 | deutlich 
3] 1916 23. Juni * braunstichig- | 5 | sehr schwach 
gelb positiv 
4] 1916 17.Okt.| vormittags | briiunlichgelb |11 | deutlich positiv 
5] 1918 12. Dez.]1'/,Uhrnachm.| braungelb [11 A fe 
6} 1919 23. Jan. }2'/,Uhr _,, braunstichig- | 7 | positiv 
gelb 
7] 1922 6. Miirz vormittags braunlichgelb | 8 | deutlich positiv 
S| 1922 14. Nov. - gelb 1')}sehr schwach 
positiv 
9] 1922 19. Dez. 7 dunkelgelb 1'/,) deutlich positiv 


Wegen der Art des im Blutserum vorhandenen Porphyrins 
sei auf S. 190 dieser Abhandlung verwiesen, wegen der ab- 
soluten Mengen auf S. 188. 

2. Bei anderen Krankheiten*), auch solchen mit hoch- 
gradigem Blutzerfall habe ich spektroskopisch niemals Por- 
phyrin im Blutserum nachweisen kénnen, ebenfalls nicht im 
Blutserum Gesunder. 

3. Es wird gezeigt, daB der einfache spektroskopische 
Nachweis von Porphyrin im Blutserum in wertvoller Weise 





1) ,Ht 1“ bedeutet, da8 nach Uberfiihrung in Himachromogen 
dessen erster Absorptionsstreifen auf etwa 559 bei Beobachtung 
des Serums in 4cm Schichtdicke eben noch deutlich und meBbar 
ist. ,,Ht 1“ entspricht einem Himatingehalt von angeniihert 0,14 mg 
in 100 cem (vgl. O. Schumm, Bildung, Vorkommen und Merkmale des 
Himatins, Nachweis und Bestimmung von Himatin im Blutserum in 
E. Abderhaldens Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden). 

2) Ob das Blut auch bei anderen Formen von Himatoporphyrie 
mit hochgradiger Porphyrinbildung nachweisbare Mengen von Porphyrin 
enthalt, ist noch nicht einwandfrei entschieden. Die in der vorliegenden 
Untersuchung angewandten ziemlich empfindlichen und dabei zuver- 
lissigen Proben sind von mir erst seit dem Jahre 1916 in dieser Form 
angewandt worden. In der Folgezeit habe ich aber leider keine Ge- 
legenheit gehabt, Blutuntersuchungen bei anderen Formen von hoch- 
gradiger Hiimatoporphyrie auszufihren. 
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erhirtet und erweitert werden kann, indem man von Mischungen 
aus Salzsiure und Serum von bestimmtem HCl-Gehalt spektro- 
graphische Aufnahmen macht und so den den Porphyrinen in 
salzsaurer Loésung eigentiimlichen Violettstreifen genau be- 
stimmt. Mit dieser bislang empfindlichsten Methode liBt sich 
im Blutserum noch ein geringerer Porphyringehalt erkennen 
als mit der einfachen spektroskopischen Untersuchung- Bei 
der Verarbeitung von frischem Blutserum hat sich das Ver- 
fahren als zuverliissig erwiesen, auch wenn das Serum Oxy- 
himoglobin, Methimoglobin, Hamatin oder Bilirubin in be- 
triichtlicher Menge enthielt. 

4, Bei der Priifung von Blutserum auf Porphyrin ist be- 
sonders auf das Vorhandensein des Absorptionsstreifens auf 
uu 539 zu achten, ferner des zarten Streifens auf ungefahr 615. 
Der Porphyrinstreifen auf 539 fillt fast zusammen mit dem 
zweiten Absorptionsstreifen des Oxyhimoglobins (auf 542). Der 
durch die Anwesenheit des Porphyrins bedingte Streifen auf 
539 verschwindet aber nicht bei Zusatz von etwas Schwefel- 
ammonium. Ist gleichzeitig Himatin vorhanden, so erscheint 
nach Schwefelammoniumzusatz der erste Streifen des ent- 
stehenden Himochromogens auf etwa 559 neben dem Por- 
phyrinstreifen auf 539. Weiter wird das Ergebnis der Probe 
mit Salzsiure (3 cm Serum und 2 Tropfen Salzsiure gut ge- 
mischt), die das wohlbekannte Porphyrin-Saurespektrum zeigen 
muB, die Anwesenheit von Porphyrin erweisen. Von gréBter 
Wichtigkeit ist die Wahl der richtigen Schichtdicke bei der 
Beobachtung. Noch empfindlicher ist die oben geschilderte 
spektrographische Methode. 


Erklirung der Spektraltafeln. 
Tafel L 


Spektrogramme 1—4. Porphyrin aus normalem menschlichen Harn in 
25°/, iger Salzsiiure, sehr sechwach farbstoffhaltige Lésungen. Violett- 
streifen auf 40,4. 

Spektrogramme 5—13. Gereinigtes Porphyrin aus menschlichem Harn 
bei Bleivergiftung in 25°%/,iger Salzsiure, farbstoffreichere Lé- 
sungen mit abgestuftem Farbstoffgehalt. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXVI. 14 
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Spektrogramme 14—20. Dasselbe, aber mit weiter abnehmendem 
Farbstofigehalt. Violettstreifen auf 403,9. 

Spektrogramme 21—28. Aus dem (nicht krystallinisch gewonnenen) 
Ester desselben Farbstoffs (bei Bleivergiftung!) durch Ver- 
seifung wieder abgeschiedenes Porphyrin in 25°/, iger Salzsiure, 
schwache Lésungen mit zunehmendem Farbstoffgehalt. Violettstreifen 
auf 405,6. 


Tafel IL. 


Spektrogramme 29—34. Porphyrinhaltiges Blutserum eines Falles von 
congenitaler Himatoporphyrie mit starker Salzsiure gemischt, 
HCl-Gehalt der Mischung 25°/,. Aufnahmen «bei abnehmenden 
Schichtdicken. Violettstreifen auf 410,1, in den Spektrogrammen 31 
bis 33 am deutlichsten sichtbar. 

Spektrogramme 35—43. Kontrollaufnahmen an Gemischen aus starker 
Salzsiiure und Blutserum eines Kranken, das Hiimatin, auBerdem 
in ziemlich erhéhter Menge Bilirubin und Oxyhimaglobin enthilt. 
Aufnahmen bei abnehmenden Schichtdicken. Gehalt der Mischune 
an HCl 25°/,. Kein Violettstreifen! 

Spektrogramme 44—49. Kontrollaufnahmen an einem Gemisch aus 
starker Salzsiiure und Blutserum eines anderen Krankheitsfalles 
das wenig Himatin, in miibiger Menge Bilirubin enthilt. Auf- 
nahmen bei abnehmenden Schichtdicken. Gehalt der Mischung an 
HCl 25°/,. Kein Violettstreifen! 

Spektrogramme 50—55. Kontrollaufnahmen an einem Gemisch aus 
starker Salzsiiure und einem Pleuraexsudat, das wenig Oxyhimoglobin 
und Urobilin, in miibiger Menge Himatin und Methimoglobin, 
reichlich Bilirubin enthilt. Aufnahmen bei zunehmenden Schicht- 
dicken. HCl-Gehalt der Mischung 25°/,. Kein Violettstreifen, 
was an den Spektrogrammen 51—53 einwandfrei zu beurteilen ist. 


Anmerkung. Die hellen senkrechten Striche auf den Spektro- 
grammen sind die Linien des Vergleichsspektrums (Heliumspektrum). 














Zur Frage der Muconsdurebildung aus Benzol 
im tierischen Organismus. 
Von 


Hanns Neumaerker. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. November 1922.) 


Im Jahre 1909 isolierte Jaffé1) aus dem Harne von 
Hunden und Kaninchen, die mit Benzol gefiittert waren, Mucon- 
siure. Die Menge war sehr gering. Nach Eingabe von 30 ¢ 
Benzol an ein Kaninchen wurden nur 0,06 g reine Muconsiiure 
isoliert. Im Maximum konnten 0,3°/, des verabreichten 
Benzols als Muconsiiure wiedergewonnen werden. 

Jaffé stellte daher Versuche dariiber an, ob und bis zu 
welchem Betrage dem Korper zugefiihrte Muconsiure abgebaut 
werde. Er konnte nach, subcutaner Zufuhr dieser Saéure an 
Kaninchen nicht ganz 1°/, unveraindert aus dem Harne zuriick- 
erhalten. Auf Grund dieser Beobachtungen kam Jaffé zu 
dem Schlusse, da8 Benzol im Kérper durch oxydative Spaltung 
in Muconsiure ibergefiihrt werde, die weiterhin zum gréBten 
Teile im Stoffwechsel zerstért werde und deshalb nur in ge- 
ringer Menge im Harne erscheine. 

Fuchs und v. So6s*) fanden spiter, daB auch der Mensch 
nach Zufuhr von Benzol Muconsiure ausscheiden kann, doch 
war die Menge noch geringer als bei den Tieren von Jaffé. 

Wenn es auch Jaffé selbst, wie Hensel und Riesser’) 





1) Diese Zs. Bd. 62, S. 58 ff. (1909). 

*) Diese Zs. Bd. 98, S. 11 ff. (1916/17). 
*) Hensel und Riesser, diese Zs. Bd. 88, S, 38ff. (1913). 
14* 
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mitteilten, nicht gelang, nach Eingabe von Tyrosin!), Phenol 
oder Homogentisinsiiure an Kaninchen Muconsiiure im Harne 
nachzuweisen, so hat man doch bisher diese Art des oxydativen 
Abbaues des Benzolrings als eine neben anderen wesentlich 
in Betracht kommende angesehen. Auch konnten Hensel 
und Riesser zeigen, daB die Muconsiure, ebenso wie die 
aromatischen Aminosdiuren und Homogentisinsiure im Leber- 
durchblutungsversuch Aceton bildet. 

Um so tiberraschender waren daher die Ergebnisse Moris”, 
als er die Versuche von Jaffé einer Nachpriifung unterzog. 
Es gelang ihm namlich auf Grund einer verbesserten Methodik 
festzustellen, daB Muconsiure nach subcutaner Verabreichung 
an Kaninchen zu durchschnittlich 73°/, unveraindert im Harne 
wieder erscheint. Mr zog daraus den SchluB, da’ Muconsiiure 
im tierischen Organismus in nur geringem MaBe (to but a slight 
extent) aus Benzol gebildet wird. 

Merkwiirdigerweise hat Mori es unterlassen, den Harn 
von Kaninchen zu untersuchen, denen Benzol gegeben war. 
Sein Schlu8, da& Muconsiure aus Benzol nur in geringem Mafe 
gebildet werde, erschien zum mindesten unsicher, so lange 
nicht neue experimentelle Untersuchungen tiber das Vorkommen 
von Muconsiure im Benzolharne vorlagen, da der niedrige 
Befund Jaffés beim Benzolharne ebensogut durch die Unzu- 
linglichkeit seiner Isolierungsmethode bedingt sein konnte, wie 
sein viel zu niedriger Befund nach Verabreichung von Mucon- 
saure. 

Ich habe daher, einer Anregung von Herrn Professor 
H. Thierfelder folgend, Versuche in dieser Richtung an- 
gestellt. 

Als Resultat der Untersuchungen, die zu ihrer Halfte ja 
eine Nachpriifung der Angaben Moris bedeuten, konnte ich 
Moris Befunde hinsichtlich des Schicksals der Muconsiure 
auf etwas anderem Wege im wesentlichen bestatigen, wobei 





1) Vgl. hieriiber vielmehr die Untersuchungen von Kotake. Die 
Literatur siehe diese Zs. Bd. 122, S. 166 ff. (1922). 
2) Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, S. 341ff. (1918). 
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die von mir gefundenen niedrigeren Werte durch groBe Rein- 
heit des zur Wigung gebrachten Produktes, die aus dem Ver- 
suche 2 (S. 207) ersichtlich ist, bedingt sein dirfte; anderer- 
geits feststellen, da&B Muconsiure im Harne von Kaninchen 
nach subcutaner Eingabe von Benzol in nicht zu groBen 
Dosen (Maximum 3 g auf einmal in einer Woche) nicht in 
nachweisbarer Menge erscheint, und dafi dieser Befund, wie 
in besonderen Versuchen festgestellt wurde, nicht etwa auf 
einem Versagen meiner Methode Benzolharn gegeniiber beruht, 
in dem die Verhiltnisse immerhin hitten anders liegen kénnen 
als in normalem oder in solchem, wie er nach Eingabe von 
Muconsiure ausgeschieden wird. 

Wenn also nach den Ergebnissen von Jaffé und Fuchs 
und v. Sods nicht daran zu zweifeln ist, da’ ein Teil des 
dem Kérper zugefiihrten Benzols nach sehr groBen Gaben zu 
Muconsiure oxydiert wird, so handelt es sich doch keinesfalls 
um einen in gréBerem Umfange verlaufenden ProzeB, 


Experimentelles. 


Darstellung der Muconsiure. Die fiir die Versuche 
verwendete Muconsiure wurde nach dem Verfahren von 
Behrendt und ten Doornkaat Koolmann!) dargestellt. 

Vorversuche fiir die Extraktionsmethode. In be- 
sonderen Versuchen wurde festgestellt, daB KEssigester ein ge- 
eigneteres Extraktionsmittel ist als Ather. Die Léslichkeit 
der Muconsiure in Essigester ist gréBer, die Extraktionsdauer 
daher kiirzer und das gewonnene Rohprodukt infolgedessen 
reiner. 

1. a) 0,4013 g Muconsiiure wurden in Soda gelést und die Lésung 
wurde nach Ansiiuern mit HCl mit Ather im Lind schen Apparat ex- 
trahiert. Nach 71/, Stunden war in der wiibrigen Fliissigkeit keine 
Muconsiure mehr sichtbar. Nach Verdunsten des Athers blieben 
0,3813 ¢ Muconsiure, das sind 95°/,, zuriick. 


b) 0,4123 g Muconsiiure wurden wie bei a) behandelt, dann aber wurde 
mit Essigester extrahiert. Nach 6 Stunden war alle Muconsiiure in der 





') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 394, 8. 288 (1913). 








BR oui! a a) Seth 
ae eg RRR RCN eI, ee 
a ee 


206 Hanns Neumaerker, 


wiBrigen Schicht verschwunden. Nach Verdunsten des Essigesters 
wurden 0,4081 g Muconsiure, das sind 99 °/,, zuriickgewogen. 

2. a) 0,4421 g Muconsiiure wurden einem Tagesquantum Kaninchen- 
harn zugesetzt. Nach Einengen zum Sirup und Versetzen mit HCl bis 
zur Kongobliiuung wurde 6 Stunden mit Essigester wie oben extrahiert. 
Es krystallisierten schon wiihrend der Extraktion und weiterhin beim 
Erkalten 0,3427 g schwach braiunliche Muconsiiure aus. Durch Aus- 
schiitteln der Mutterlaugen mit Sodalésung, sorgfiltiges Trennen im 
Scheidetrichter (Nachspiilen!) und Fallen durch tropfenweise Zugabe 
von konzentrierter HCl wurden noch 0,0840 g der gesuchten Siiure von 
gelblicher Farbe gewonnen. Gesamtmuconsiure: 0,4267 g = 96,5 °/). 

b) 0,4021 g Muconsiiure wurden wie sub a) behandelt. Es krystalli- 
sierten direkt 0,2997 g von briunlichgrauer Farbe. Durch Ausschiitteln 
mit Soda wurden noch 0,0851 g hellgrau erhalten. Gesamtmuconsiiure: 
0,8848 g = 95,7 %/,. 

Methode. Die endgiiltige Methode fiir die Untersuchungen 
iiber das Verhalten der Muconsiure im Organismus gestaltete 
sich auf Grund dieser Vorversuche folgendermafen. Ein und 
dasselbe Kaninchen bekam wiochentlich einmal eine Injektion 
von 0,4 g Muconsiure, als Natriumsalz gelést in Wasser zu 
5cem, subcutan. Der Harn wurde nach der Injektion 36 Stunden 
lang gesammelt und in dem Mae, wie er gelassen wurde, zum 
Sirup eingedampft, der Sirup mit verdiinnter Salzsiiure kongo- 
sauer gemacht und 6 Stunden lang im Lindschen Apparat 
mit Essigester extrahiert. Das Extrakt wurde ungeachtet der 
auskrystallisierten Muconsiure mit Sodalésung (etwa 10 ccm, 
eventuell unter Zusatz von mehr calcinierter Soda) durch- 
geschiittelt, bis schlieBlich keine Kohlensiure mehr entwich 
und die sodaalkalische Fliissigkeit nach sorgfaltigem Trennen 
in einem kleinen Scheidetrichter, Nachspiilen, Filtrieren und 
Nachwaschen, wodurch sie auf etwa 40 ccm kam, erwirmt, 
bis sie nicht mehr nach Essigester roch. Aus der noch warmen 
Lésung wurde die Muconsiure unter Umschiitteln durch tropfen- 
weisen Zusatz von konzentrierter Salzsiure bis zur Kongo- 
blauung gefillt. Nach Stehen iiber Nacht wurde der meist 
graugelbliche Niederschlag quantitativ auf ein gewogenes Filter 
gebracht, kalt gewaschen, bei 105° getrocknet und gewogen. 

Ergebnisse der Versuche. Die Ergebnisse von 5 Ver- 
suchen sind in folgender Tabelle zusammengestellt: 
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ini Harn | Extrak- — 
5 — ge- tions- |. 25 a Bemerkungen 
+ | Muconsiiure isollerte 
sammelt} dauer | Mucons. 
ty) 0,4 ¢ Mu- | 36 Stdn.] 6 Stdn.| 0,2351 g | 58,8 
21] Ge Na. 136 » [6 » | 02680 ¢|67,0] Siche Bleisalzbildg. 
| Salz ge- als Kriterium f. den 
lst in | 7 Reinheitsgrad $.207 
3 H,O zu 36 Oy, x 0,2201 g | 55,1 
4 Seem, |36 , |6 ,, 0,2421 g | 60,5 
5 |’ subeutan }36 , 16 ,, | 0,2533 ¢ | 60,3] Siehe Analyse S.208 





Mittel: |o2437¢]609] 8 = 

Die bei Versuch 2 der Tabelle gewogene Muconsiure 
wurde anliBlich von Vorversuchen fiir die Aufarbeitung von 
Harn nach Hingabe von Benzol in ihr Bleisalz ibergefiihrt 
und daraus wiedergewonnen. Zu dem Zwecke wurde sie auf 
dem Filter in wibrigem Ammoniak gelést und das Filtrat — 
auf dem Filter blieb nichts zuriick — zur Vertreibung iiber- 
schiissigen Ammoniaks zum Sieden erhitzt. Bei Zusatz von 
Bleiacetatlésung fiel das gelblich verfirbte Bleisalz aus und 
wurde nach einigem Stehen auf einem gewogenen Filter ge- 
sammelt, vorsichtig getrocknet und gewogen. Mit 0,6634 g 
trat Gewichtskonstanz ein, wiihrend sich aus der gleichen 
Menge reiner Muconsiure 0,6549 g neutrales Bleisalz berechnen. 
Nach Zerlegung des Bleisalzes, das sich trocken gut vom Filter 
lést, durch halbstiindiges Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure 
und vierstiindige Extraktion mit Essigester wurden daraus 
0,2661 g schlohweife Muconsiiure gewonnen. Die schwach 
firbenden Verunreinigungen der in den Versuchen zur Wigung 
gebrachten Muconsiiure sind also ohne nennenswerten EKinfiuB 
auf die Ergebnisse. 

Die bei Versuch 4 und 5 gewogenen Muconsiuremengen 
wurden jede fiir sich in Ammoniak gelést, mit Tierkohle ge- 
kocht und nach Filtrieren und Nachwaschen durch Salzsiiure, 
wie beschrieben, gefiillt und wie iiblich gewogen. Versuch 4 
ergab so 0,2130 g, Versuch 5: 0,2309 g Muconsiiure. Nunmehr 
wurde jede Portion fiir sich aus méglichst wenig Wasser 
umkrystallisiert und die Krystalle zur Wiagung gebracht. 
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Versuch 4 ergab 0,2097 g, Versuch 5: 0,2182 g, das sind 52,4 
und 54,6°/, reinste Muconsiure. 

Die verhiltnismibig groBen Verluste erkliren sich durch 
die Anwendung von Tierkohle, wie folgender Versuch zeigt. 


a) 0,1798 g Muconsiure wurden in Ammoniak gelést. Die Lésung 
wurde auf etwa 10 ccm mit Wasser aufgefiillt und 10 Minuten lang gekocht. 
Nach Filtrieren und Auswaschen des glatten Filters mit 10 eem Wasser — 
dies alles, um die Versuchsbedingungen gleich zu machen — wurde die 
Muconsiiure durch tropfenweisen Zusatz von konzentrierter Salzsiiure ge- 
fallt und nach sonst tiblicher Behandlung gewogen. Es wurden 0,1781 ¢ 
Muconsiiure wiedergewonnen, das sind 99,6°/). 

b) 0,1379 g Muconséure wurden wie unter a) behandelt, jedoch 
vor dem Kochen 1 g Tierkohle zugesetzt. Es wurden nur 0,1217 g Mucon- 
siure zuriickgewonnen, das sind 88,3°/). 


Das bei Versuch 5 zuletzt gewonnene reinste Produkt 
wurde analysiert. 
0,1227 g Substanz gaben 0,2268 g CO, und 0,0501 g H,0. 


Gef.  50,419/, C 4,65°/, H 

Ber. fiir C,H,O, 50,67 _,, 4,26 . 
Da reine Muconsiure durch neutrales Bleiacetat aus neu- 
traler Lésung quantitativ gefillt wird — es sei nur an den 


obigen Versuch erinnert, obschon ich selbstverstiindlich auch 
diesbeziigliche Versuche mit reinster Muconsiure gemacht habe — 
habe ich auch versucht, Muconsiiure auf diese Weise aus Harn 
abzuscheiden, stets aber ohne brauchbaren Erfolg. Selbst 
bei kombinierter Blei-Ammoniakfillung bleibt die Ausbeute 
mangelhaft. 

Versuche mit Benzol. Im Harn von Kaninchen, die 
1—3 g Benzol einmal, beziiglich in Abstiinden von mindestens 
einer Woche mehrmals, subcutan erhalten hatten, habe ich in 
einer ziemlich ausgedehnten Reihe von Versuchen nie Mucon- 
siure nachweisen kénnen, obgleich die abgeschiedenen Harne 
teilweise bis zum achten Tage — also iiber den 'ag der 
maximalen Phenolausscheidung') hinaus — untersucht wurden. 
DaB dieser negative Befund nicht auf einem Versagen meiner 
Extraktionsmethode Benzolharn gegeniiber, in dem die Ver- 





1) Siehe Nencki u. Giocosa und Schmiedeberg, Arch. fiir 
exper. Pathol. Bd. 14, 8. 288ff u. 304ff. 
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haltnisse immerhin anders legen konnten, beruht, zeigen 
folgende zwei Versuche. 


a) Ein Kaninchen erhielt subcutan 3g Benzol. Der Harn der 
folgenden 36 Stunden wurde gesammelt und nach Zusatz von 0,4023 g 
Muconsdure wie bei den iibrigen Versuchen behandelt. Es wurden 
0,3673 g = 91,30°/, dunkelbrauner Muconsiure wiedergewonnen. Nach 
Reinigen mit Tierkohle, wie oben beschrieben, bleiben 0,3241 g = 80,7°/,, 
und nach Umkrystallisieren 0,3109 g = 77,3°/). 

b) Benzolharn wie bei a) nach Zugabe von 0,3905 g. Rohmucon- 
siure: 0,3505 g = 89,7°/,. Nach Behandeln mit Tierkohle 0,3352 g = 
85,8°/,. Nach Umkrystallisieren 0,3240 g = 82,9°/,. Dieses Produkt 
wurde analysiert. 

0,1336 g Substanz gaben 0,2581 g CO, und 0,0562 g H,0. 


Gef.  50,39°/, C 4,50°/, H 
Ber. fiir C,H,O, 50,67, 4,26, 











Uber die Konstitution des Senfélglucocids Sinigrin. 
Von 
Fritz Wrede, Emil Banik und Otto Brauss. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitiit Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Dezember 1922.) 


Dem Sinigrin wird entsprechend dem Vorschlag von Ga- 

damer?) folgende Konstitutionsformel zuerteilt: 
[> Coons 
CsH.N = C¢ : 
0-S0,K 

Diese Forme! erklirt leicht das Auftreten der Spaltprodukte 
Allylsenf6l, Glucose und Kaliumbisulfat. Es war durch Ga- 
damer zwar noch nicht der Beweis erbracht, ob der Zucker 
an das Schwefel-, und der SO,K-Rest an das Sauerstoffatom 
gebunden ist; der Zucker konnte ebensogut am Sauerstoffatom, 
— wie es ja allgemein bei den Glykosiden der Fall ist —, 
und die SO,-Gruppe am Schwefelatom sich befinden. EHinen 
genauen Beweis fiir die obige Formel gaben Schneider und 
Wrede’), denen es gelang, das Sinigrin mit Kaliummethylat 
so zu spalten, dafi eine Verbindung C,H,,0,S dabei entstand. 
Dieser Kérper, der in Form eines Silbersalzes — wegen der 
Kostbarkeit des Ausgangsmaterials nur in sehr geringer Menge 
— isoliert werden konnte, wurde Thioglucose genannt. Da 
im Sinigrin die Reduktionsfaihigkeit der Zuckerkomponente sich 
nicht fand, muBte fiir diesen Thiozucker wohl die Konstitution 





*) Arch. Pharm. Bd. 235, 8. 47 (1897); Chem. Ber. Bd, 30, 8S. 2822 
(1897). 
*) Chem. Ber. Bd. 47, 8S. 2225 (1914). 
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CH, OH—CHOH—CH— nnscadenil CHOH—CHSH angenommen 


werden. 

Dieses héchst interessante Zuckerderivat sollte nun weiter 
studiert werden. Die Synthese der Verbindung obiger Struktur 
gelang erst nach Uberwindung vieler Schwierigkeiten. Zuletzt 
fiihrte folgender Weg zum Ziel: Acetobromglucose wurde mit 
Kaliumdisulfid umgesetzt; es entstand das Acetat eines Di- 


glucosyldisulfids.’) 
2 CH, Oac—CHOac—CH— CHOac—CHOac—CHBr + K,S, 
Acetobrom- — — urd Kalium- 
glucose disulfid 


—— O Bee es 
= CH,Oac—CHOac—CH—CHOac—CHOac—CHS 
| +2KBr. 
CH,Oac—CHOae—CH—CHOae—CHOae—CHS 
Diglucosyldisulfidacetat ~“~-$-~___ 5 _——_" 


Dieses Disulfidacetat wurde durch nascierenden Wasserstofft 
reduziert, die Acetylgruppen danach verseift. Es bildete sich 
so die Thioglucose von obiger Formel?): 

a 
CH,Oac—CHO: 1c GH —CHOae—CHOae—CHS 


CH,Oac—CHO: ic—CH— CHOac—CHO: CHS 
a 
+ 2H = 2CH,Oac—CHOac—CH—CHOae—CHOac—CHSH . 
; ee O 2 ee 

Namentlich das Pentaacetat dieser Thioglucose erwies sich zur 
Charakterisierung geeignet. Hs stellt eine leicht krystalli- 
sierende Verbindung vom Schmelzp. 121° und einer spezifischen 
Drehung von etwa 0° dar. Die synthetische Thioglucose gibt 
ebenfalls ein Silbersalz von sehr angenehmen Eigenschaften. 
Ks war nun noch die Identitiit dieser synthetisch ge- 
wonnenen Thioglucose mit der aus Sinigrin gewonnenen Thio- 
glucose nachzuweisen. Hierzu wurde folgendermafen verfahren: 
Die Silbersalze selbst und auch die freien Thioglucosen lieBen 
sich nicht direkt miteinander vergleichen, da sie keinen scharfen 


) Wrede, Chem. Ber. Bd. 52, S. 1756 (1919). 
*) Wrede, Diese Zs. Bd. 119, S. 46 (1922). 
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Schmelzpunkt zeigen, und erstere wegen ihrer Fiirbung keine 
Priifung durch Polarisation gestatten. Es wurden deshalb 
jedesmal gleiche Mengen der Silbersalze in wiBrig-alkoholischer 
Lésung mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die Fliissigkeit wurde 
vom Silbersulfid und auch vom Schwefelwasserstoff befreit. Die 
Lésung der freien Thioglucose wurde polarimetrisch untersucht, 
wobei auf Mutarotation geachtet wurde. Nach einiger Zeit wurde 
zur Trockne eingedampft und acetyliert. Die Acetylprodukte 
wurden miteinander verglichen. Es zeigte sich dabei, daB die 
aus dem Silbersalz befreiten Thioglucosen auf Grund der 
Drehung sicher nicht identisch waren; denn die synthetiscl: 
gewonnene T'hioglucose drehte nach rechts, die aus dem Sinigrin 
gewonnene um ungefihr denselben Betrag nach links. Auch 
die Acetate waren verschieden. Wihrend das synthetische 
Produkt ohne Schwierigkeiten ein reines, krystallisiertes Produkt 
vom geforderten Schmelzp. 121° gab, lieB sich das aus dem 
Sinigrin gewonnene Thioglucosepentacetat trotz mehrfacher Ver- 
suche nicht krystallinisch gewinnen. 

Die Verschiedenheit der beiden Thioglucosen kann man 
sich nur so erkliren, da das eine Produkt der sogenannten 
a-, das andere der f-Reihe zugehért. Diese Reihen sind ja 
bei den entsprechenden Sauerstoffverbindungen zur Geniige 
bekannt. Die a-Thioglucose und f-Thioglucose wiirden sich 
durch die verschiedene Anordnung der Molekiile am Kohlen- 
stoffatom C, unterscheiden: 


CH,OH CH,OH 
OHCH OHCH 
ee ee 
| HCOH | HCOH 

O OHCH O OHCH 


|SHCH 1 | HCSH 1 
Gear | 


action _— 


Da W rede?) zeigen konnte, daB die synthetische Thioglucose 
nur der f-Reihe zugehérige Derivate liefert, wire fiir die Thio- 
glucose aus Sinigrin die ¢-Form anzunehmen. Hierfiir wiirde 
auch sprechen, daf das Sinigrin relativ leicht unter Bildung 
von Glucose und Schwefelwasserstoff zerfillt, und andererseits, 





1) Diese Zs. Bd. 119, 8S. 49 (1922). 
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daB die C—S-Bindung ohne Schwierigkeit durch AgNO, ge- 
sprengt wird’): 


C,H;NCS—C,H,,0, 
| + 2AgNO, + H,0 = 
SO,K 
Sinigrin 


C,H,NCS—Ag a C,H,,0, + KNO, + HNO, 
| 


S0,Ag 
Senfélsilbersulfat 
Denn die Derivate der a@-Thioglucose zeigen eine relativ groBe 
Zersetzlichkeit, wihrend die #-Derivate bestiindiger sind.) 
Danach miiBte das Sinigrin ein «-Thioglucosid sein. 

Bei diesen Betrachtungen ist allerdings vorausgesetzt, daB 
die Thioglucose in geléstem Zustande nicht ein Gleichgewichts- 
gemisch von @¢- und /-Form darstellt, wie dies bei der Glucose 
der Fall ist. Die «Form und die #-Form bleiben bei den 
bisher bekannten Verhiiltnissen unveriindert und wandeln sich 
nicht ineinander um. Tatsichlich konnten, wie oben erwihnt, 
aus der synthetischen Thioglucose immer nur (-Derivate ge- 
wonnen werden. Durch den Ersatz der OH-Gruppe durch die 
SH-Gruppe wire somit eine Stabilisierung des Molekiils erzielt. 

Die Mutarotation bei der gelésten Glucose wird mit der 
Kinstellung zum Gleichgewicht hin erklirt. Die Mutarotation 
bei der Thioglucose miiBte dann in einem andern : Vorgang 
ihren Grund haben. Vielleicht handelt es sich gar nicht 
um eine intramolekulare Umlagerung, sondern um eine Zer- 
setzung der Thioglucose in Glucose und Schwefelwasserstoff. 
Bei mehrwoéchentlichem Stehen einer wibBrig-alkoholischen 
Lésung konnte niimlich freier Schwefelwasserstoff sowohl, als 
auch krystallisierte Glucose nachgewiesen werden. 





Aus der Analyse ergibt sich fiir das Sinigrin die Summen- 
formel C,,H,,NS,KO,,. Frither wurde der Zerfall des Sinigrins 





) Willu. Kérner, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 119, S. 376 (1861); 
Bd. 125, S. 257 (1863); Gadamer, Arch. Pharm. Bd. 235, S. 44 (1897); 
Chem. Ber. Bd. 30, S. 2322 (1897). 


*) Schneider, Sepp u. Stiehler, Chem. Ber. Bd, 51, S, 222 
(1918). 
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durch das im Senfsamen vorkommende Ferment Myrosin nach 
folgender Gleichung formuliert: 


C,,.H,,NS,KO,, = C,H;,N=C=S + C,H,,.0, + KHSO,. 
Sinigrin Allylsenfél d-Glucose 


Es schien also der auBergewoéhnliche Fall vorzuliegen, daB ein 
Glucosid durch ein Ferment gespalten wird, ohne daB Wasser- 
aufnahme erfolgt. Zwar wurde angenommen, daf in der 
obigen Summenformel Krystallwasser eingeschlossen sei, doch 
gliickte es lange Zeit nicht, dieses Krystallwasser nachzuweisen.!' 
Beim Trocknen des Sinigrins lieB sich kein Wasserverlust fest- 
stellen, bei stirkerem Erhitzen zersetzte sich die Substanz. 
Erst Gadamer (s. 0.) gelang es, durch 47 stiindiges Trocknen 
bei 100° im Vakuum einen Gewichtsverlust beim Sinigrin 
herbeizufiihren, der ungefiihr 1 Molekiil Wasser entsprach. 
Die getrocknete Substanz wies aber ebenfalls Zeichen von Zer- 
setzung auf. Ihr Schmelzpunkt wird von Gadamer zwischen 
125° und 132° angegeben. — Es war deshalb noch nicht exakt 
das Vorkommen von Krystallwasser im Sinigrin bewiesen. 

Es gelang uns nun, die krystallwasserfreie Verbindung in 
gut krystallisierter, reiner Form zu gewinnen. Sie wird so er- 
halten, da& zu einer methylalkoholischen Liésung des wasser- 
haltigen Sinigrins absoluter Athylalkohol gegeben und einige 
Minuten gekocht wurde. Die krystallwasserfreie Verbindung, die 
vollig unzersetzt ist, und die den scharfen Schmelzp. 179° zeigt, 
geht bei Beriihrung mit Wasser sofort wieder in das krystall- 
wasserhaltige Sinigrin iiber (Schmelzp. 128°). Damit ist der 
Beweis gefiihrt, daB die Formel C,,H,,NS,KO,, aut- 
gelést werden mu8 in C,,H,,NS,KO, + H,O. Die Spal- 
tung des Sinigrins durch Myrosin ist also ein typisch 
hydrolytischer Vorgang. Fir die Hydrolyse kann das 
eigene Krystallwasser verwendet werden. 


Experimenteller Teil. 
Vergleich der Thioglucose aus Sinigrin mit der synthetisch 
gewonnenen. 
2 g Simigrin, das nach der Vorschrift von Gadamer er- 
halten war, werden in 30 ccm absolutem Methylalkohol unter 





1) Will u. Korner, s.o.; Birkenwald, Chem. Zbl. 1891, I, S. 267. 
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Erwirmen gelést. In die kochende Fliissigkeit wird eine 
Lésung von 0,188 g Kaliummetall in 5 ccm absolutem Methyl- 
alkohol gegeben. Es wird noch 1 Minute lang gekocht. 
Nach dem Abkiihlen wird filtriert, das Filtrat im Vakuum 
eingeengt und mit 200 cem 96proz. Athylalkohol versetzt. 
Es wird eventuell filtriert. Das Filtrat wird mit einer ammo- 
niakalisch-alkoholischen Silbernitratlésung (0,2 g AgNO,) ver- 
setzt. Das Silbersalz der Thioglucose fiallt in hellgelben 
amorphen Flocken aus. Es wird abgesaugt und mit Alkohol 
gewaschen. Die Ausbeute betrug 0,15 g. 


8,366 mg Substanz geben 6,99 mg CO, und 2,61 mg H,0O. 
0,1709 g ‘4 » 90,0850 g AgCl ,, 0,1271 g BaSQ,. 
C;H,,0,SAg (303) 
Ber. C 23,769, H 3,66°%, Ag 35,60%/, S$ 10,58, 
Gef. ,, 22,87 » 3,50 » 87,48 » 10,22 


Die Substanz zeigt keinen scharfen Schmelzpunkt; die polari- 
metrische Bestimmung ist wegen der starken Fiarbung der 
Lisung unméglich. 

Zur Identifizierung der Thioglucose aus Sinigrin 
wird folgendermafen verfahren: 0,1 g des Silbersalzes werden 
in 2cem Wasser gelést. Zu dieser Lésung werden 4 ccm 
absoluter Athylalkohol gegeben, wobei keine Ausfillung der 
Thioglucose erfolgt. (In dieser wifSrig-alkoholischen Lésung 
wird das durch Einleiten von Schwefelwasserstoff entstehende 
Silbersulfid filtrierbar ausgefallt, wihrend es in einer reinen 
wiBrigen Lésung kolloidal gelést bleibt.) Nach EKinleiten vou 
Schwefelwasserstoff wird durch Kieselgur filtriert. Der Schwefel- 
wasserstoff wird durch Durchleiten von Luft entfernt. Die 
gelblich gefarbte Lésung wird auf ihre optische Aktivitat 
untersucht: « = — 0,22° (2 Stunden nach dem Lésen, 2 dm- 
Rohr); « =— 0,15° (nach 24 Stunden). 

Der Inhalt des Rohres wird nun weiter aut die Acetyl- 
verbindung verarbeitet. Vorher werden aber noch mit einigen 
Tropfen der Flissigkeit folgende Reaktionen angestellt: Mit 
alkalischer Bleioxydlésung gibt die Lésung beim Kochen 
Schwarzfarbung; sodaalkalische Indigblaulésung wird beim 
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Erhitzen reduziert; mit Phenylhydrazin in essigsaurer Lésung 
gekocht, gibt die Fliissigkeit die Osazonreaktion.’) 

Acetylverbindung der Thioglucose aus Sinigrin. 
Der Inhalt des Polarisationsrohres wird im Vakuum zur Trockne 
eingedampft, der Riickstand wird nach Behrend und Roth’) 
mit 4 ccm des vorgeschriebenen Gemisches von Essigsiure- 
anhydrid und Pyridin bei 0° 24 Stunden acetyliert. Die 
Fliissigkeit wird dann in 10 ccm kaltes Wasser gegossen. Ks 
scheidet sich ein fester, aber nicht krystallinischer Kérper ab. 
Trotzdem dieser Stoff die Zusammensetzung der Pentaacetyl- 
thioglucose hat, ist er nicht zur Krystallisation zu bringen, 
auch nicht durch Animpfen mit krystallisierter synthetischer 
Pentaacetylthioglucose. Auch unterscheidet er sich wesentlich 
durch seine optische Aktivitat von jenem Acetat. 

5,137 mg Substanz geben 9,01 mg CO, und 2,36 mg H,0O. 

C,¢H220;.8 (406,2) Ber. C 47,279,  H 5,469, 
Gef. ,, 47,83 » 4 

Ktwa 20 mg Substanz in 5 ccm Kssigester gelést, zeigen im 
2 dm-Rohr eine Drehung von @« = — 0,40,°, also [a], = ca. —50°. 
(Die synthetische Pentaacetylthioglucose zeigt [«], =-+ 1,5°)*) 

Das Silbersalz der synthetischen Thioglucose wird 
folgendermaBen dargestellt: 2 g Pentaacetylthioglucose*) werden 
mit methylalkoholischem Ammoniak bei 0° 10 Stunden be- 
handelt; es wird auf die Halfte im Vakuum eingeengt und mit 
dem gleichen Volum absoluten Athylalkohols versetzt. Dann 
wird eine alkoholisch-ammoniakalische Silbernitratlésung zu- 
gefiigt, solange noch ein Niederschlag entsteht. Das ausfallende 
Silbersalz wird abgesaugt und getrocknet. 

6,185 mg Substanz geben 5,177 mg CO, und 2,28 mg H,0. 

C,H,,0;SAg (308) Ber. C 23,76%, H 3,66°/, 
Gef. ,, 23,02 4,15 

0,1 g dieses Silbersalzes werden in genau der gleichen 
Weise verarbeitet, wie oben bei dem aus Sinigrin gewonnenen 
Sibersalz angegeben wurde. Die Lésung zeigt nach 2 Stunden 





1) Wrede, Diese Zs. Bd. 119, S. 58 (1922). 
2) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 331, S. 364 (1904). 
5) Wrede, Diese Zs. Bd. 119, S. 58 (1922). 
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im 2 dm-Rohr eine Drehung von +0,27° (dort —0,22°); nach 
24 Stunden +0,65° (dort —0,15°). 

Nach dem Acetylieren gelang es ohne irgendwelche 
Schwierigkeiten durch EingieBen des Acetylierungsgemisches 
in Wasser, die krystallisierte Pentaacetylthioglucose vom 
Schmelzp. 121° zu erhalten. Dieselbe war ohne weiteres Um- 
krystallisieren fast analysenrein. 

6,161 mg Substanz geben 10,41 mg CO, und 2,63 mg H,O. 

CygH20198 (406,2 Ber. C 47,27°/, HH 5,46, 
Gef. ,, 46,11 » 4,78 

Die spezifische Drehung betragt [@],, = + 1,6° (in Essig- 
ester). Fir die Drehung der Pentaacetylthioglucose aus Sinigrin 
ist dagegen [a], = ca. —50°. 


Darstellung des krystallisierten, wasserfreien Sinigrins. 


0,2 g Sinigrin werden in 2 ccm absolutem Methylalkohol 
unter Erhitzen gelést. Die Lésung wird mit 4 ccm heiBem 
absoluten Athylalkohol versetzt. Nachdem ungefahr 10 Mi- 
nuten gekocht ist, scheidet sich eine weiBe Krystallmasse ab, 
deren Menge allmihlich noch zunimmt. Die Substanz wird 
abgesaugt und im Exsiccator iiber Chlorcalcium getrocknet. 
Die Analysen ergeben folgende Werte: 

6,145 mg Substanz geben 6,83 mg CO, und 2,075 mg H,O. 


5,207 mg ” , 5,70mg CO, ,, 1,80 mg H,O. 
01012¢ ~~, ,  0,1195 ¢ BaSO,. 

12,398 mg os » 2,758 mg K,SO,. 

8,565 mg ms » 1,985 mg K,SO,. 

6,825 mg » . 0,215 eem N [23°, 767 mm}. 
2,325 mg se » 0,073 ecm N [19°, 758 mm|}. 





s 0/ 7 7 0 
a * C oy. ri , N A S PD K 





CioH,.NS,KO, + H,O (415,4) . . [28,90 | 4,37 | 3,37 ]15,44 | 9,41 

















C,oH,,NS,KO, (397,4) . . . . . {30,21 | 4,06 | 3,53 116,18 | 9,94 
Gefunden 30,32 | 3,78 | 3,67 | 16,22 | 9,98 
29,86 | 3,89 | 3,66 7 — | 10,14 


Die Substanz bildet derbe, weiBe, glinzende Nadeln; sie 
ist leicht léslich in Wasser, schwerléslich in kaltem Alkohol und 
fast unlislich in Ather und in Benzol. Thr Schmelzpunkt liegt 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXVI. 15 











918 F. Wrede, E. Banik u. O. Brauss, Uber die Konstitution usw. 


scharf bei 179° (unkorr.). Loést man ein wenig Substanz in 
Wasser und bringt durch freiwilliges Verdunsten oder durch 
Zugabe von Athylalkohol Krystalle zur Abscheidung, so zeigen 
dieselben das Aussehen und den Schmelzpunkt des Sinigrins 
(128°). Eine waBrige Lésung des wasserfreien Sinigrins wird 
durch das Ferment Myrosin ebenso gespalten, wie eine Lisung 
des Sinigrins selbst. (Das verwendete Myrosin war aus Senf- 
samen nach den Angaben von L. Schiitz?) dargestellt.) Das 
in Wasser geléste wasserfreie Sinigrin zeigt ungefaihr eine 
spezifische Drehung, wie sie fiir das Sinigrin selbst charak- 
teristisch ist. 

0,1720 g in Wasser zu 5 ccm gelést, zeigen im 2 dm-Rohr 
eine Drehung von —1,19°: [@], =— 16,13°. (Beim Sinigrin 
variieren die Angaben iiber die spezifische Drehung etwas. 
Gadamer?) fand [e@],=—15,7°, Schitz*) dagegen 
[ae] = — 18,1°) 

Die wiBrige Liésung zeigt auch sonst alle Reaktionen, die 
fir das Sinigrin typisch sind: Mit Bariumchlorid und Salz- 
siure entsteht keine Fallung, wohl aber eine solche beim 
Kochen (BaSO,); mit Silbernitrat entsteht ein Niederschlag von 
Senfélsilbersulfat (Formulierung s. 0.); mit alkalischer Bleioxyd- 
lésung entsteht beim Kochen ein schwarzer Niederschlag von 
Schwefelblei. 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschzft haben 
wir dafiir zu danken, daB sie uns fiir die Durchfihrung der 
Arbeit einige Apparate zur Verfiigung stellte. 





1) L. Schiitz, Diss. Jena 1914. 

) Arch. Pharm. Bd. 235, S. 44 (1897); Chem. Ber. Bd. 80, S. 2322 
(1897). 

3) L. Schiitz, Diss. Jena 1914. 
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Zur Kenntnis der Chondroitinschwefelsaure. 
Yon 
W. Sawjalow. 


Aus dem Physiologischen Laboratorium der Universitat Odessa. ') 


(Der Redaktion zugegangen am 7. November 1922.) 


I. Analysen der Chondroitinschwefelsaure. 


Die Chondroitinschwefelsiure wurde aus den Rippen- 
knorpeln vom Rind auf folgende Weise dargestellt. Die Knorpel 
wurden zwecks leichterer Befreiung von Fleischresten, Peri- 
chondrium, sehnigen Teilen usw. */, Stunde lang mit Wasser 
gekocht. Die von allen iibrigen Geweben mechanisch befreiten 
Knorpel wurden sodann mit Messern zerhackt und durch eine 
Fleischmaschine getrieben. Dem so erhaltenen Gewebebrei 
wurde diinne Kalkmilch zugesetzt und die Knorpel, von der 
Fliissigkeit vollkommen bedeckt, blieben wihrend 3 x 24 Stunden 
darin liegen. Danach wurde die Fliissigkeit dekantiert und 
neues Wasser auf die Knorpel aufgegossen und so weiter bis 
zur viermaligen Extraktion der Masse. Die von den Knorpeln 
dekantierten Fliissigkeiten wurden mit Schwefelsaure neutralisiert 
und 24 Stunden lang sich selbst iiberlassen. Nach 24 Stunden 
wurde die Flissigkeit von dem Bodensatz mittels eines Hebers 
dekantiert, und um dieselbe von den Eiweibkérpern zu _ be- 
freien, gekocht: Wahrend des Kochens nimmt die Flissigkeit 
von neuem eine alkalische Reaktion an, so daB man ansehn- 
liche Quantitiiten von Schwefelsiure hinzufiigen muB, um die 
Flissigkeit von neuem zu neutralisieren. Bei streng neutraler 





1) Die vorliegende Arbeit wurde im Jahre 1916 in russischer Sprache 
publiziert, Ann. der landwirtsch. Gesellschaft des SiidruBlandes Bd. 87, 
Heft 1 (1916). 
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Reaktion wurde dann abgedampft. Zu dem stark eingedickten 
Reste wurde dann nach dem Erkalten 1/, Volumen 40°/, ige 
NaOH und 2—3 Volumen Alkohol zugesetzt. Dabei scheidet 
sich ein Niederschlag von dem Kalksalz der Chondroitin- 


schwefelsiure aus. Von der Mutterlauge getrennt und unter 


der Presse abgepreBt gibt der Niederschlag keine Biuretreaktion, 
somit enthalt er kein Eiweib. 

Der abgepreBte Niederschlag wird in Wasser gelést und 
die Lésung mit Essigsiure angesiuert. Die Fliissigkeit wurde 
c€ann mit Alkohol gemischt. Der dabei sich bildende Nieder- 
schlag setzt sich schnell ab. Nach 24 Stunden wird die oben 
stehende Fliissigkeit dekantiert und der Niederschlag mit einer 
neuen Portion Alkohol iibergossen. Nach folgenden 24 Stunden 
wird der Spiritus mit Ather ersetzt, welch letzterer nach 
weiteren 24 Stunden abgegossen wird. Der Niederschlag wird 
abgepreBt und im Thermostat bei 40° getrocknet. Auf solche 
Weise wird die rohe Chondroitinschwefelsiure erhalten, welche 
zur Darstellung aller reineren Priparate der Chondroitin- 
schwefelsiure, sowie ihrer Spaltungsprodukte diente. 

Aus der rohen Chondroitinschwefelsiure wurden 3 Praparate 
fir die Analyse dargestellt. Das erste wurde durch Fallung 
aus der wiBrigen Lésung durch Hisessig erhalten. Das Fallen 
wurde dreimal wiederholt. Danach wurde der Niederschlag 
in Wasser gelést und mit Alkohol gefillt. Der neue Nieder- 
schlag wurde mit Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. 
Das zweite Priparat wurde aus einer stark alkalischen Lésung 
mit Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, in 
Wasser gelést, wieder mit Alkohol gefallt und der letzte 
Niederschlag mit Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. 
Das dritte Praiparat wurde aus der wiaBrigen Liésung mit 
basischem Bleiacetat gefiillt. Der Niederschlag wurde in 
Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die 
von Schwefelblei abfiltrierte Fliissigkeit wurde durch Alkohol 
gefillt. Der neue Niederschlag wurde nach dem Waschen mit 
Alkohol und Ather getrocknet. 

Die Resultate der Analyse der drei Praparate sind in 
der Tabelle zusammengestellt. 
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Die Bestimmung von © und H wurde nach Dumas in 
Schiffchen in beiderseits offener Réhre ausgefiihrt. Die Réhre 
wurde mit Kupferoxyd, wenig Bleichromat und reduzierten 
Kupferspiralen beschickt. Fiir die S-Bestimmung wurde die 
wiBrige Liésung von einer bestimmten Menge der Substanz 
wihrend einer Stunde mit einer ziemlich groBen Menge Salz- 
siure gekocht. Dann wurde in iiblicher Weise verfahren. 

Wenn wir annehmen, daB die Asche in allen drei unter- 
suchten Fallen aus CaSO, besteht, so entsprechen die ana- 
lytischen Daten folgenden Formeln: 


I. C33H;gN.S,04,Ca 
Il. CoH, o.N,8,0,,Ca, 
Ill. C,.H,,N,S,0,.Ca 
: 
Ber. Gef. 

C 31,83°/, 31,78°/, 
H 6,11 6,22 

N 2,25 2,42 

S 5,15 4,96 

O 51,48 50,66 
Ca $,21 a 

II. 

C 24,839), 25,37°/, 
H 7,03 7,14 

N 1,93 1,97 

S 4,45 4,44 

O 50,76 50,60 
Ca 11,03 — 

Ill. 

C 30,65 °/, 30,70 °/, 
H 5,19 5,26 

N 2,24 2,28 

S 5,11 5,22 

O 53,63 53,26 
Ca 8,11 _ 


Indem wir zur Besprechung der Analysenresultate iiber- 
gehen, wollen wir erst die analytischen Daten und Formeln 
anderer Forscher anfiihren, um dieselben mit den unsrigen zu 
vergleichen. 
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Tabelle IL. 








Schmiede- | ails oe Sawjalow 





| Morner 


bere foi | a | am! Iv {Mitta} 1 | m | of 


} |85,28]37,12 | 35,07] 33,62 | 32,24 | 30,82) 30,39 | 81,77 | 33,10 | 28,34 | 31,74 
H | 4,68] 5,14| 5,41] 4,98! 4,63] 4,25] 5,40] 4,82] 6,58] 7,97| 5,44 
N | 3,15] 2,71] 2,64) 2,40) 2,48) 2,52) 2.88| 2,57] 2,52] 2,20] 2,37 
S | 6,33] 5,49] 5,77] 5,74) 5,72] 5,26) 5,43] 5,54] 5,17] 4,96) 5,43 
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Im oberen Teile der Tabelle sind die Resultate aller 
bisher publizierten Analysen der Chondroitinschwefelsiure und 
ihrer Salze angefiihrt. Die Analysen von Stoffen, die zum 
Teil zersetzt waren und aus einem Gemisch von Chondroitin- 
schwefelsiure und Chondroitin bestanden, sind in die Tabelle 
nicht aufgenommen. Der untere Teil der Tabelle zeigt die 
Zahl der Atome von verschiedenen Elementen, die in die Zu- 
sammensetzung der Molekel der Chondroitinschwefelsiure ein- 
gehen gemif den Formeln, welche von verschiedenen Analy- 
tikern diesem Stoff zugeschrieben sind. 
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Beim Durchsehen der analytischen Daten ist es leicht zu 
ersehen, daB der Gehalt an Kohlenstoff (und zum Teil auch 
an Wasserstoff) in den Praparaten verschiedener Forscher, 
sowie in verschiedenen Priparaten eines und desselben Forschers 
betrachtlich schwankt. 


Es folgt daraus, daB es zurzeit keine genaue Methode zur 
Darstellung der Chondroitinschwefelsiiure gibt. Auf Grund 
der Schwankungen der prozentischen Zusammensetzung von 
verschiedenen Priparaten sollen die von verschiedenen Ana- 
lytikern angegebenen Formeln der Chondroitinschwefelsiure 
als sehr angeniahert betrachtet werden. 
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Unsere Formeln differieren betrachtlich von denen anderer 
Forscher in einem Punkte. Alle Forscher nehmen bekanntlich 
in der Molekel der Chondroitinschwefelsiure je 1 Atom von 
Schwefel und Stickstoff an; in unserer Formel sind sowohl 
Stickstoff als auch Schwefel in der Menge von 2 Atomen ent- 
halten und dementsprechend ist die Zahl der anderen Atome 
verdoppelt. Diese Verdoppelung der Formel betrachten wir 
als notwendig, da wir zwischen den niachsten Spaltungspro- 
dukten der Chondroitinschwefelsiure einen Ké6rper isoliert 
haben, welcher 32 Atome Kohlenstoff und 1 Atom Stickstoff 
in der Molekel enthielt. 

Weiter befindet sich zwischen den Spaltungsprodukten der 
Chondroitinschwefelsiure ein Kérper, der die Biuretreaktion 
gibt. Nach den Untersuchungen von Hugo Schiff?) wird die 
Biuretreaktion nur von den Stoffen gegeben, in deren Zu- 
sammensetzung wenigstens 2 Gruppen, Co, NH, enthalten sind. 
Dies bestitigt seinerseits das Vorhandensein von 2 Stickstoff- 
atomen in der Molekel der Chondroitinschwefelsiure. 


II. Chondran. 


Nach den Ansichten von Schmiedeberg tritt Chondroitin 
(C,,H,,NO,,) als erstes Spaltungsprodukt der Chondroitin- 
schwefelsiure auf. Unsere Versuche zeigen indessen, da’ man 
zwischen den Produkten der Hydrolyse einen anderen Kérper 
isolieren kann, welcher der Formel C,,H,,NO,, entspricht. 
Da dieser Kérper unzweifelhaft die Muttersubstanz von Chon- 
droitin ist und der Klasse der hochmolekularen Kohlehydrate 
angehért, wollen wir den Kérper vorlaiufig Chondran nennen. 

Chondran wurde aus dem Gemisch der Hydrolyseprodukte 
der Chondroitinschwefelsiure auf folgende Weise erhalten. Die 
Chondroitinschwefelsiure in 10°/,iger Lésung wurde mit 2°/, 
Schwefelsiure nicht lange ('/, Stunde) gekocht. Die Liésung 
der Hydrolyseprodukte wurde entweder mit Barythydrat oder 
mit Natronhydrat neutralisiert. Die neutrale Lésung (bzw. das 
Filtrat von dem Bariumsulfatniederschlag) wurde dann nach 


1) Chem. Ber. Bd. 29, S. 298 (1896). 
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der Methode von Schotten-Baumann benzoyliert. Nach 
einiger Zeit bei tiichtigem Schiitteln und Abkihlen unter einem 
Wasserstrahl scheidet sich ein amorpher Niederschlag aus, 
welcher sich zu einer harzartigen Masse zusammenballt und 
yon der Fliissigkeit sehr gut sich trennt. Der Benzoatklumpen 
wurde mit Wasser durchgeknetet und in heiBem Weingeist 
gelést. Die alkoholische Lésung wurde in ein gréBeres Volum 
Wasser eingegossen. In dem Falle, wenn die Lésung von 
Benzoaten zu stark war oder zu wenig Wasser fiir das Fallen 
der Benzoate angewandt wurde, fallen die Benzoate in Form 
von harzigen, zusammenklebenden, gréBeren Flocken aus. 
Wenn aber die Lésung geniigend verdiinnt war und dieselbe 
mit geniigend Wasser gemischt wurde, dann wurde eine milch- 
weibe Fliissigkeit erhalten, welche die Benzoate in Form von 
kolloidaler Liésung enthielt. Es gelingt beim Zusetzen von 
einigen Tropfen Salzsiure, die Gerinnung der kolloidalen 
Lésung sofort hervorzurufen, indem die Benzoate in Form von 
kleinen Flocken, welche allmihlich zusammenkleben, aus- 
scheiden. Der von der Fliissigkeit getrennte Niederschlag 
wird in einem nicht zu groBen Volumen Ather gelést. Beim 
Verdiinnen dieser Lésung mit gréBeren Mengen Ather tribt 
sich die Fliissigkeit, und beim Stehen scheidet sich ein Nieder- 
schlag aus. Die filtrierte itherische Lésung wird abdestilliert 
und der Destillationsriickstand in einem Mérser wiederholt mit 
eroBen Mengen Ather (ber Natrium destilliert) zerrieben. 
Dabei teilt sich die Substanz in zwei Teile: der eine geht in 
Lésung, der andere bleibt als unléslicher Rest zuriick. Die 
itherische Lésung wird abdestilliert. Der Kolbenriickstand 
wird in heiBem Alkohol gelést und mit einem groBen Volumen 
Wasser gefillt. Dabei wird auch eine kolloidale Lésung er- 
halten, welche beim Zusetzen der Salzsiure gerinnt. 

Auf diese Weise wird ein harziger, amorpher Stoff er- 
halten, welcher den Geruch von Kolophonium besitzt. Die 
Versuche, den Stoff aus den Lésungen in Alkohol, Ather, Kis- 
essig krystallinisch zu erhalten, blieben erfolglos: der Stoff 
scheidet sich in Form von amorphen Hautchen aus. 

Die Analyse hat folgende Zahlen gegeben. 
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Tabelle III. 
ee" __- ei 

Se) 2] 4 /]4 |e 3O 

sil = | & | $8 |€B2| co,| uo] cl] w [Za] Nn 
=] s <q <qiaq”'s ans?) 

Ae MM 7) 

__ bi 18 bet 6 5 6 1 t]he te 
10,3247] 0,0002| 0,06 | 0,3245 |0,7786|0,16391 65,44] 5,61 | — | — 
I |0,2745]0,0009] 0,32 } 0,2736 }0,6580}0,1248165,59] 5,07] — | — 
I }0,3987]0,0007] 0,18 | 0,3980] — Jo,18992] — ]5,28} — |] — 
Y ee PT em in in Fm Doe | SHEDS 
I SOME ww eee Bie Bie Fe ee 
IL |0,4163]0,0000] 0,00 | 0,4163 |1,0007]0,1793]65,56] 4,79 | — | — 

III |0,3365]0,0006] 0,18 | 0,3359 |0,8066]0,1395]65,49] 4,61 | — | — 

It joesest — | — joes? — | — 7 | — 1 94 Fig 
































Die Substanz enthilt keinen Schwefel. Fiir die Berech- 
nung der mittleren Zusammensetzung sind die Wasserstoff- 
zahlen, welche mehr von den anderen abweichen (5,61 und 
5,28°/,), auBer Acht gelassen. Die mittlere Zusammensetzung 
auf Grund aller anderen Zahlen driickt sich mit folgenden 
GréBen aus: 


C 65,52°%, 
H 4,79 
N 1,06 
O 28,60 
Diese Zusammensetzung entspricht der Formel 

CooHs2NOqp - 
Ber. Gef. 

C 65,40°/, 65,52 °/, 

H 4,72 4,79 

N 1,27 1,06 

O 29,06 29,06 


Die Zahl der in der Substanz enthaltenen Benzoyle wurde 
auf folgende Weise bestimmt. Eine abgewogene Probe Sub- 
stanz wurde innerhalb einer Stunde bei — 5° mit einem be- 
stimmten Volumen Natriumalkoholat verseift. Das Alkoholat 
wurde vorher mit n/10-Siure titriert. Nach der Verseifung 
wurde die Fliissigkeit mit so viel n/10-Séiure versetzt, als zur 
Neutralisation von NaOH erforderlich ist, welches aus dem 
Alkoholat sich abspalten kann. Dann wurde das Gemisch 
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mit Wasser verdiinnt und der Uberschu8 der Siure mit n/10- 
Natronlauge zuriicktitriert. Die Zahl der Kubikzentimeter 
Lauge, welche dabei verbraucht werden, entspricht der Lauge, 
welche von der Benzoesiiure des Benzoats gebunden wurde. 
Die Rechnung zeigt, daB 4 Molekeln Benzoesiure von 1 Molekel 
des Benzoats abgespalten werden. 

Es wurde 1,0183 g Benzoat genommen, was 1,0169 g 
aschefreier Substanz entspricht. Bei dem Zuriicktitrieren wurden 
36,8 com n/10-NaOH verbraucht. 1 com NaOH entspricht 
0,0105 g C,H,O: 

36,8 ecm NaOH entsprechen 0,3864 g C,H,;O; 

0,3864 g bilden 38°/, von 1,0169 g; 

4C,H,;O bilden 37,97 °/, von C,.H;.NOgp. 

Daraus kann man die Zusammensetzung von Chondran 
berechnen: 

CooHs2,NO.. + 4H,O — 4C,H,O, = C,.H3,NO,, - 

Indem wir die Zusammensetzung des Chondrans mit der- 
jenigen der Chondroitin Schwefelsiure vergleichen, kénnen wir 
folgende 3 Punkte feststellen: 

1. Der Gehalt des Chondrans an Kohlenstoff ist dem 
Gehalte der Chondroitinschwefelsiure an demselben Elemente 
gleich. 

2. Der Stickstoff ist in dem Chondran in der zweimal 
kleineren Menge, als in der Chondroitinschwefelsiure, enthalten. 

3. Sauerstoff und Wasserstoff sind in dem Chondran in 
einer bedeutend kleineren Menge, als in der Chondroitin- 
schwefelsiure vorhanden. 

Der erste Punkt berechtigt zur Annahme, das Chondran, 
als einen Stoff zu betrachten, welcher in sich die ganze oder 
fast die ganze organische Substanz der Chondroitinschwefel- 
siure einschlieBt. Méglicherweise besteht der einzige Unter- 
schied zwischen dem Chondran und dem organischen Radikal 
der Chondroitinschwefelsiure in einem kleineren Stickstoff- 
gehalte. Wihrend der Siurehydrolyse der Chondroitinschwefel- 
siure spaltet sich Ammoniak unzweifelhaft ab. Indem wir 
nimlich die Produkte der Siurehydrolyse mit Phosphorwolfram- 
siure fallen und den Niederschlag in der Kilte mit einem 
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Uberschusse von Atzbaryt zerlegen, kénnen wir von der Ammoniak- 
entwicklung uns iiberzeugen. Was den minderen Wasserstoff- 
und Sauerstoffgehalt anbetrifft, kann dies nur als eine Folge 
des Wassergehaltes der Salze der Chondroitinschwefelsiure 
betrachtet werden. Es ist bekannt, daB sowohl die Chondroitin- 
schwefelsiure selbst, als auch ihre Salze und Spaltungsprodukte 
in gréBerem oder geringerem Mafe hygroskopisch sind. Das 
Vorhandensein von Wasser in allen analysierten Priaparaten 
von Chondroitinschwefelsiure ist eine ganz allgemeine Er- 
scheinung, welche einstimmig von allen Analytikern konstatiert 
wird. So gibt Schmiedeberg folgende Formeln fiir die von 
ihm analysierten Salze der Chondroitinschwefelsiure an: 

C,,H,,CuNSO,, + H,O, 

C,,H,,CuNSO,, -+ 3H,0, 

3(C,,H,,Fe,NSO,, + 3H,O) + C,,H,,Fe,NSO,, + 4H,O, 

3(C,.H,,K,NSO,, + 2H,0) + C,,H,,K,NSO,, + 2H,0, 

6(C,sH,,KNSO,, + */.H,O) + CigHyKNSO,, + '/.H,0. 

Nach den Analysen von Kondo enthalten verschiedene 
Praiparate der Chondroitinschwefelsiure auf 1 Atom Schwefel 
26—382 Atome Wasserstoff. Da Schmiedeberg das Wasser 
in keinem einzigen Falle mit einem direkten Versuche be- 
stimmt hatte, ist es einleuchtend, daB der Wasserkoeffizient 
in bedeutendem MaBe willkiirlich ausgewahlt ist und betricht- 
lich vergréBert werden kann. Die Notwendigkeit einer solchen 
VergréBerung entsteht beim Vergleichen der Formel der 
Chondroitinschwefelsiure mit derjenigen des Chondrans. Es 
ist gewif unméglich einen Verlust von Konstitutionswasser 
beim Ubergang von der Chondroitinschwefelsiure zum Chondran 
sich vorzustellen. Es bleibt zurzeit nichts iibrig, als das 


Chondran CooHsgNOi, 





+ H,N 
C3.H4, N,0,; 

Se H,0, 
Cy9Hs3N.0,5 

+ 2H,SO0, 
C5.H,8,N,0,, , 
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amidierte Chondran als solches organisches Radikal der 
Chondroitinschwefelsiure zu betrachten und der Chondroitin- 
schwefelsiure selbst eine Formel nach der vorstehenden Rech- 
nung beizulegen. 


Bei den Versuchen, das beschriebene Chondranbenzoat zu 
verseifen, ist es mir nicht gelungen das unveranderte Chondran 
zu bekommen. In allen Fallen bilden sich Produkte, welche 
augenscheinlich verindert sind und weniger C enthalten, als 
Chondran selbst. Als nachstes Spaltungsprodukt erscheint ein 
Koérper, welcher eine Bleiverbindung von der Formel 


C.5H,;NO,,Pb,, 
sibt. 

Um diesen Stoff zu gewinnen, wurde das itherlésliche 
Benzoat nach der klassischen Methode von Schotten-Bau- 
mann verseift. Die Alkoholatlésung wurde durch Lésen von 
25 g metallisches Natrium in einem Liter wasserfreien Alkohol 
dargestellt. 


In die auf — 10° abgekiihlte Alkoholatlésung wurde in 
kleinen Portionen eine abgekihlte konzentrierte alkoholische 
Lésung von 30g Benzoat eingetragen. Das Gemisch wurde 
bei einer emperatur, welche —5° nicht iiberstieg 1 Stunde 
lang stehen gelassen. Nach dieser Zeit ist die Verseifung 
beendet und beim Verdiinnen mit Wasser ist keine Triibung 
bemerkt. 


Nachdem die Verseifung zu Ende gekommen ist, wird die 
Fliissigkeit mit 1 Liter Wasser, in welchem 106 g konzentrierter 
Schwefelsiiure gelést sind, verdiinnt. Danach wurde die wiBrige 
Lésung mit Natronlauge, zuletzt mit Soda genau neutralisiert. 
Die neutrale Flissigkeit wurde mit der 4fachen Menge Alkohol 
vermengt und iiber Nacht stehen gelassen. Der Glaubersalz- 
niederschlag wird abfiltriert, das Filtrat mit Bleiessiglésung + 
Ammoniak vermischt. Der dabei entstehende Niederschlag 
wird abfiltriert, ausgewaschen und in verdiinnter Essigsiure 
gelést. Aus der Lésung wird die Substanz mit Ammoniak 
wieder niedergeschlagen. Die Prozedur der Wiederauflisung 
und der Ausfillung wurde noch einmal wiederholt. 
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Die Resultate der Analyse des Stoffes sind in der Tabelle 
zusammengestellt. 
































Tabelle IV. 

R n/10- 
Substanz | PbO Pb CO, | H,O C H a N 

c oe S. “fo g ei lo “Io cem ". 
0,6189 | 0,4697| 70,44 | 0,227510,0520| 10,03 | 094 | — | — 
0,8127 | 0,6126] 69,97 | 0,2996| 0,0657| 10,05 | 090 | — | — 
0,9744 oe ee oe ee eee ee 
0,9853 on oe Ew 2B ae bo Ton ae ee 


Die Zusammensetzung entspricht der Formel 


C,;Hy,NO5,Pb,, 


Berechnet Gefunden 
C 10,15 °/, 10,04 °/, 
H 0,91 0,92 
N 0,47 0,47 
O 18,41 18,36 
Pb 70,05 70,21 


Indem wir die Formel des analysierten Stoffes mit der 
Formel von Chondran zusammenstellen, kénnen wir den ana- 
lysierten Stoff, als ein Spaltungs- und Oxydationsprodukt des 
Chondrans betrachten. 

Ks wurde derselbe Stoff aus dem Gemenge der Produkte 
der Hydrolyse von der Chondroitinschwefelsiure auch ohne 
vorherige Benzoylierung nach folgender Methode erhalten. 
10°/,ige Lésung von Chondroitinschwefelsiure wird innerhalb 
2 Stunden mit 2°/, H,SO, gekocht. Die Fliissigkeit wird mit 
Atzbaryt neutralisiert, der BaSO,-Niederschlag abfiltriert, das 
Filtrat mit basischem Bleiacetat + Ammoniak gefallt. Der 
Niederschlag wird abfiltriert, ausgewaschen, durch wiederholtes 
Auflésen in verdiinnter Essigsiure und Wiederausfillen mit 
Ammoniak gereinigt, zum SchluB mit Wasser, Alkohol und 
Ather ausgewaschen und bei 105° getrocknet. Die Analysen- 
daten sind in der Tabelle angefiihrt. 
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Tabelle V. 











aschefreie n/10- 7 
Substanz | oupstanz CO, C H,SO, N PbSO,]| Pb 
e¢ fF; FF. 8 | */o i Maan § °/o | 8 ’ "lo 
0,4909 — — _ ~ — 0,4790 | 66,65 
0,8362 0.2789 |0,8418] 10,51 | — a mn nat 
0,8233 0,2758 wut — 2,9 0,47 — —_ 
1,0534 | 0,3513 <n oe ae tant — _ 




















Die Analysenzahlen entsprechen der Formel | 


C,,;H,,NO,,Pb, 
Berechnet Gefunden 
C 10,98 °/, 10,51 °/, 
N 0,51 0,44 
Pb 68,19 66,65 


Die Substanz ist nicht so rein, wie diejenige durch Ver- 
seifung von Benzoat erhalten. Das erklirt sich durch die 
Darstellungsbedingungen. 

In anderen Fallen und nimlich dann, wenn die Dar- 
stellung des Verseifungsproduktes bei anderen Bedingungen 
erfolgte, wurden weitere Spaltungsprodukte erhalten und nament- 
lich Stoffe von der Zusammensetzung 


(C,,N,,NO,).Pb; und C,,H,,NO,Ca + H,O, 


welche offenbar dem Chondrosin nahe stehen. Die Dar- 
stellungsmethode bestand in folgendem. Die Verseifung wurde 
ebenso ausgefiihrt, wie es oben beschrieben wurde. Das Ge- 
menge der Verseifungsprodukte wurde mit dem 4fachen Volumen 
Ather bei gewéhnlicher Temperatur vermischt. Der klebrige 
Niederschlag, welcher dabei sich bildet, wird von der Flissig- 
keit durch Dekantation getrennt und in Wasser gelist. Die 
Lésung wird sofort mit Essigsiure neutralisiert und mit basi- 
schem Bleiacetat + Ammoniak gefallt. Der Niederschlag wurde, 
wie oben, gereinigt. 

Die Analysenresultate sind in der Tabelle zusammen- 
gestellt. 
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Tabelle VI. 












































Nr. des |Substanz| PbO} Pb | CO,|H,O| C | H cae N 
Priparates sills 
= = *lo g g *lo | fo J com f %, 
I 0,5967 40,4068 63,28|0,3447 0,0808] 15,75} 1,51] — | — 
I 0,4574 | — | — [0,2625]0,0643]15,63] 1,56] — | — 
I oaiso | — | — p.2sae 0,0694]15,35| 1,85] — |} — 
II 0,5508 | — | — |0,8372]0,0900]16,66] 1,82] — | — 
II 0,6484 40,4306] 61,64]0,392810,0965] 16,52] 1,65} — | — 
II osees F — |} —F — | —~ 1 —F — | Wo 41,72 
II o5ssa2 | — i — | — |] — | — | — F 16 §1,92 
Mittlere Zusammensetzung: 
C 15,98 °/, 
H 1,68 
N 1,82 
O 18,26 
Pb 62,26 


Die Zusammensetzung der Substanz entspricht der Formel 


(C,,H,,NO,).Pb; 
Berechnet Gefunden 
c 16,07 °/, 15,98 °/, 
H 1,70 1,68 
N 1,70 1,82 
O 17,53 18,26 
Pb 62,99 62,26 


In einem anderen Versuche wurde das Chondranbenzoat 
ebenso nach der klassischen Methode verseift. Die Lésung 
der Verseifungsprodukte wurde ebenfalls durch Ather gefillt. 
Der Niederschlag wurde in Wasser geliést, mit basischem Blei- 
acetat + Ammoniak gefallt und wie oben gereinigt. Die Blei- 
verbindung wurde dann mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das 
Filtrat von Schwefelblei wurde mit CaCO, gekocht, die Fliissig- 
keit von dem Uberschusse des Calciumcarbonats abfiltriert, im 
Vakuum bis zur Sirupkonsistenz konzentriert und mit absolutem 
Alkohol gefillt. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit Alkoho! 
und Ather gewaschen, getrocknet. 


0,2461 g Substanz gaben 0,0367 g CaO, 0,3243 g CO, und 
0,1086 ¢ H,O. 
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Die Zusammensetzung des Stoffes entspricht der Formel 
C,,H,,NO,Ca + H,O 


Berechnet Gefunden 
C 36,36 °/, 35,94 °/, 
H 4,96 5,15 
Ca 10,74 10,58 


Indem wir den Stoff als ein Calciumsalz betrachten, kénnen 

wir fiir die freie Siure die Formel 
C,,8,,N0, 
berechnen. 

Diese Siure steht dem Chondrosin sehr nahe. Das 
Chondrosin hat, wie unten gezeigt wird, die Formel C,,H,,NO, 
unter der Annahme, daB die wahre Formel von unserem Salz 
dem Ausdrucke 

C,,H,,NO,Ca -+ 4H,0 
entspricht, berechnen wir fir die freie Siure die Formel 
C,,H,,NO,. 

Diese Formel unterscheidet sich von derjenigen des 
Chondrosins durch einen Mindergehalt von 2 Methylengruppen 
2CH, und von einer Molekel CQ,. 


III. Chondroitin. 


Chondroitinbenzoat wird zusammen mit dem Chondran- 
benzoat beim Benzoylieren des Gemenges von Hydrolyse- 
produkte der Chondroitinschwefelsiure erhalten. 

Der Versuch zeigt, daB die Ausbeute an Chondroitin- 
Benzoat gréBer ist in jenen Fallen, wo die Chondroitinschwefel- 
siure mit der 10°/, igen H,SO, gesucht wird. Das Benzoat- 
gemenge wird, wie oben gezeigt ist, durch Behandeln mit 
groBen Mengen Ather zerlegt. Dabei bleibt das Chondroitin- 
Benzoat als ein kriimeliger, in Ather unldslicher Rest zuriick. 
Die Substanz wird dann in heiBem Alkohol gelést. Beim Er- 
kalten fallt ein Teil der Substanz aus. Dieser Niederschlag 
ist mit dunkelbraunen Pigmenten verunreinigt. Daher wird 
der Niederschlag von der Flissigkeit abgetrennt und _ nicht 
weiter untersucht. Die alkoholische Liésung wird in eine 
gréBere Menge Wasser eingegossen, wobei eine milchweiBe 
kolloidale Lésung entsteht. Um das Benzoat zu koagulieren, figt 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXXVI. 16 
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man eine geringe Menge Salzsiiure zu der Fiissigkeit hinzu. 
Der dabei sich bildende Niederschlag wird abfiltriert, von neuem 
in Alkohol gelést und durch viel Wasser ausgefillt. Dieselbe 
Bearbeitung des Niederschlages wiederholt man noch einmal. 

Die Resultate der Analyse des Benzoates sind in der fol- 
genden T'abelle zusammengestellt. 


Tabelle VIL. 









































Sub Asche- ™ 
ubd- freie n/1U- r 
bre Asche | Asche Sub. CO, | H,O | C H H,SO, N 
stanz 

2 a a oe ee ee ee ee Be Bel 
0,2400 |0,0035] 1,45 | 0,2365 ]0,5514]0,0983] 63,59| 4,58 | — | — 
0,3337 ]0,0051] 1,53 | 0,3286 |0,7658]0,1349] 63,56] 4,76 | — | — 
osesi — 1 — POET — Fue Ts 2 F oe Pape 
040s0| — | — Posse] — ~ ——r ws © at 


Mittlere Zusammensetzung: 


C 63,57°/, 
H 4,57 
N 1,84 
0+ 80,02 


Qualitativ konnte Chlor nachgewiesen werden. Quantitativ 
wurde Chlor nicht bestimmt. Die angefiihrte Zusammen- 
setzung entspricht der Formel: 


C,,H—:NO,.°HC! 


Berechnet Gefunden 
Cc 63,62°/, 63,57°/, 
H 4,51 4,57 
N 1,85 1,84 
0+Cl 30,30 30,02 


Indem wir 3 Benzoyle in der Zusammensetzung der Sub- 
stanz annehmen und dieselben von der Formel der Substanz 
substrahieren, gelangen wir zu der Formel des Chondroitins 

C,,Hs,.NO,, 

- 30C,H,0 

CyoH;,NO, 
+ 3H 

C,,H.,NO,- 
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Die Untersuchung des Verseifungsproduktes des beschrie- 
benen Benzoates bestitigt die berechnete Formel. Das Ben- 
zoat wurde unter Beibehalten aller derjenigen, Bedingungen 
verseift, welche oben im Kapitel iiber das Chondranbenzoat 
beschrieben sind. Die Lésung der Verseifungsprodukte wurde 
mit dem vierfachen Volumen Ather bei —5° gefillt. Der 
Niederschlag wurde bei derselben T'emperatur abfiltriert und 
mit Ather gewaschen. Der vom Filter abgenommene Nieder- 
schlag wurde daun in Wasser gelést und die Lésung mit 
Schwefelsiure stark angesiuert. Dann wurde die Fliissigkeit 
mit 5 Vol. Alkohol vermischt und iiber die Nacht zur Kry- 
stallisation der Sulfate stehen gelassen. Die von dem Krystall- 
brei abfiltrierte Fliissigkeit wurde mit Bariumcarbonat gekocht, 
das neue Filtrat im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz eingedicht 
und mit Alkohol gefallt. Der Nuiederschlag wurde durch 
Wiederauflésen in Wasser und durch neues Fallen mit Alkohol 
gereinigt. 

Die Analyse der Substanz ergab folgende Zahlen: 


Tabelle VIII. 
































gia Asche- 10 

Sub- freie nj iv I 
preset Asche | Asche Sub. CO, | H,O C H H,SO, N 

stanz 

$ & £ "lo ; § ; £ ie ' 8 By 0 . "le = — F “lo 
0,3267 10,0555] 16,99 | 0,2712 |0,4584]0,1379] 46,10] 5,65 | — | — 
0,4154]0,0700] 16,85 | 0,8454 |0,5855]0,1910] 46,23] 614 | — | — 
0.6760] — — |0,5616] — — — — 11,4 | 2,84 


Die analytischen Daten entsprechen der Forme! fiir die 
organische Substanz: 


Ci9H23NO,, 
Berechnet Gefunden 
C 46,10°)/, 46,33°/, 
H 5,66 5,90 
N 2,85 2.84 
O 45,34 45,18 


Die Asche enthielt groBe Menge Calcium. Die Substanz 
16* 
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wurde in Form eines Calciumsalzes analysiert, welches die 
Formel 

C,,H,,.NO,Ca + 5H,0 
hat. 

Diese Formel steht in vollem Kinklange mit der Formel, 
welche aus der Zusammensetzung des Chondroitin-Benzoates 
abgeleitet wurde. Ich nenne die Substanz Chondroitin wegen 
ihrer Ahnlichkeit mit dem Chondroitin von Schmiedeberg, 
welches bekanntlich die Formel 

C,,H,,NO\, 
hat. 

Diese Formel kann auch in einer anderen Form dar- 
gestellt werden, nimlich 

C,,H,,NO, + 5H,0O. 

Ohne die Frage iiber die chemische Identitit beider Sub- 
stanzen zu entscheiden und um die Grenzen der Tradition 
nicht zu iiberschreiten, nenne ich die von mir analysierte Sub- 
stanz Chondroitin. 


IV. Chondrosin. 


A. Chondrosin-Phenylhydrazid. 


Chondroitinschwefelsiure, nach der Methode von Oddi 
dargestellt und von Calcium mit Oxalsiiure befreit, wird in 
einer 10°/,igen Lésung mit 10°/, H,SO, 2 Stunden lang ge- 
kocht. Nach dem Erkalten wird die Fliissigkeit mit Atzbaryt 
neutralisiert, filtriert, das Filtrat auf dem Wasserbade etwas 
eingeengt, durch Kochen mit Tierkohle entfirbt und von der 
Kohle abfiltriert. Das neue Filtrat wird im Vakuum_ iiber 
Schwefelsiure bis zur Konsistenz eines diinnen Sirups ein- 
gedickt. Dann fiigt man zu der Fliissigkeit entweder salz- 
saures Phenylhydrazin (5—10 g fiir 50 ccm Fliissigkeit) oder 
eine mit Essigsiure neutralisierte wiBrige Phenylhydrazin- 
lésung. Das Gemisch wird auf dem Wasserbade innerhalb 
1 Stunde erwirmt. Allmihlich scheiden sich Tropfen eines 
briunlichen Oles aus der Fliissigkeit aus, welche teils auf der 
Oberfliche der Fliissigkeit schwimmen, teils zu Boden sinken. 
Nach Verlauf 1 Stunde wird das Gemisch von dem Wasserbade 
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abgenommen und iiber Nacht in einem kiihlen Orte stehen 
gelassen. Auf dem Boden des GefifBes sammelt sich eine an- 
sehnliche Menge Ol, welches zum Teil krystallisiert. Die 
Flissigkeit wird von dem Olbodensatz dekantiert und in ein 
créBeres Volum (1:5) Wasser eingegossen. Das Gemisch triibt 
sich sehr stark und nach 24 Stunden scheidet sich ein kry- 
stallinischer Bodensatz aus. Das auf dem Boden sich an- 
gesammelte Ol wird in einer geringen Menge Alkohol gelést, 
von dem ungelésten Reste abfiltriert, das Filtrat in ein gréferes 
Volum Wasser eingegossen und iiber die Nacht stehen ge- 
lassen. Der undeutlich krystallinische Niederschlag aus den 
beiden Fliissigkeiten wird gesammelt und in einem ziemlich 
sroBen Volumen heiBen Wassers gelést. Nach dem Erkalten 
der Lésung scheidet sich das Phenylhydrazid in gut aus- 
gebildeten lichtgelben biischeligen Krystallen aus, welche die 
Form der QOsazonkrystalle haben. Durch wiederholte Kry- 
stallisation aus der wiBrigen Lisung wird die Substanz ge- 
reinigt. Die mikroskopische Untersuchung zeigt in dem Pro- 
dukte der letzten Krystallisation vollkommenes Fehlen von 
amorphen kugeligen Gebilden, welche die Substanz nach der 
ersten Krystallisation verunreinigen. 

Der Niederschlag wird abfiltriert, auf eine Porzellanplatte 
aufgetragen und schlieBlich im Vakuum getrocknet. Schmelz- 
punkt = 154° (korr.) Eine neue Krystallisation aindert nicht 
die Héhe des Schmelzpunktes. Die Zusammensetzung der 
Substanz charakterisiert sich durch die Zahlen, welche in der 
Tabelle zusammengestellt sind. 


Tabelle IX. 





Asche- N 





























Sub- : 
: Asche|Asche] freie | CO, | H,O | C H | cem] N 
stanz Suh- 7 . 753,6 
stanz mm 
! ] ( 0 0/ 
4 8 ‘lo * 4 c a & a %o a. ‘lo y = = "| 0 
0,2871 ]0,0111 3,86 | 0,2760 |0,6197]}0,1438] 61,23 | 5,79 os ao 
0.3068 — | — | 02051 — | — | — | — | 867 | 14,07 


Die prozentige Zusammensetzung entspricht der Formel: 
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C,sHgN;0, 
Berechnet Gefunden 
; 61,66°/, 61,23°/, 
H 5,53 5,79 
N 13,84 14,27 
O 18,97 18,71 


Die Bildung des Hydrazids entspricht der Gleichung: 
C,,H,,.NO, + 2C,H,NH-NH, = C,,H,.N,O, + 2H,0 + Hy. 
Folglich entspricht die Formel des Chondrosins dem Aus- 
drucke 
C,,H,.NOg. 
Diese Formel bestitigt sich durch die Analyse der 
amorphen Verbindungen des Chondrosins. 


B. Amorphe Verbindungen des Chondrosins. 


l. 

Eine 10°/,ige Lésung von Chondrosinschwefelsiure wird 
innerhalb 2 Stunden mit 2°/, HNO, gekocht. Die Fliissigkeit 
wird durch Kochen mit BaCO, neutralisiert, filtriert, das Filtrat 
im Vakuum eingeengt und mit Alkohol gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde im Wasser gelést, wieder mit Alkohol ausgefallt. 
der neue Niederschlag abfiltriert, mit Alkohol und Ather ge- 
waschen und im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet. 

Die Analyse ergab die in der Tabelle angefiihrten Zahlen. 


Tabelle X. 
































Sub- |, | Ag freie n/10- 
bose Asche | Asche Sub. CO, | H,O} C H H,SO, N 
stanz 
© an g sg S | %%o | %o Jem] % 
0,3611 |0,1057| 29,27 | 0,2554 |0,3720]0,1368] 39,721 5,95 | — | — 
osnesi — | — PosmtTi — | — | — | — |.e6 Faso 


Die analytischen Daten entsprechen der Formel: 
C,,H,,NO,; = C,4H;,NO, + 5H,0 


Berechnet Gefunden 
C 40,38°/, 39,72°/, 
H 6,25 5,95 
N 3,37 3,31 
O 50,00 51,02 
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Kine 10°/,ige Lésung der Chondrosinschwefelsiure wurde 
innerhalb 2 Stunden mit 10°/, H,SO, gekocht. Die Fliissigkeit 
wurde durch Kochen mit BaCO, neutralisiert, der Bariumsalz- 
niederschlag abfiltriert, das Filtrat durch Kochen mit Tierkohle 
entfarbt, das neue Filtrat mit basischem Bleiacetat gefillt, der 
Bleiniederschlag wurde auf der Pumpe rasch abfiltriert und ge- 
waschen, dann im Wasser verteilt und durch Schwefelwasser- 
stoff zerlegt. Das Filtrat wurde mit Alkohol gefallt, der 
Niederschlag mit Alkohol und Ather gewaschen, im Vakuum 
iiber Schwefelsiure getrocknet. Die Analyse ergab die in der 
Tabelle angefiithrten Zahlen. 


Tabelle XI. 






































Asche- 
Sub- | asche| Asche} freie | co, |H,0| Cc | H [22°]! N 
stanz Sub- . H,SO, 
stanz 
g g lo g g g ‘| fo J eem |] %, 
0,3853 ]0,0891] 10,15} 0,3462 |0,4989]0,1870] 39,30 | 600 | — | — 
0.4391] — — | 0,3945 | — — — |— 9,2 | 3,26 











Die Analysenresultate entsprechen fiir die organische Sub- 
stanz der Formel: 


C,,H,,NO, + 5H,O 


Berechnet Gefunden 
C 40,38 °/, 39,30°/, 
H 6,25 6,00 
N 3,37 3,26 
O 50,00 51,44 
8. 
Chondrosinsulfat. 


Kine 10°/,ige Lésung der Chondroitinschwefelsiure wurde 
innerhalb 3 Stunden mit 2°/, HNO, und dann wihrend 
‘/, Stunde mit 10°/, HNO, gekocht. Die Fliissigkeit wurde 
nach dem Erkalten mit 2 Vol. Alkohol und 10 Vol. Ather 
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gefallt. Der sirupése Niederschlag wurde von der Fliissigkeit 
durch Dekantation getrennt, gewaschen, im Vakuum getrocknet, 
im Mérser zerrieben, mit Alkohol und Ather gewaschen, im 
Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet. 


Die Analyse ergab folgende Zahlen. 
0,4124 g Substanz gaben 0,1073 g BaSQ,, was 13,05°/, H,SO, entspricht. 


Tabelle XII. 








0,3641 
0,2349 


Die Analysenresultate entsprechen fiir die organische 
Substanz der Formel 





Asche 


e 


0,0450 





Asche 


lo 


12,36 | 0,2 





OAmOQ 





CO, 


H,O 


& 


0,1627 








C,,H,.NO, sa 5 H,O . 


Berechnet 


40,38 °/, 
6,25 
3,37 

50,00 


GemiB der Formel 


C,,H.NQ,;, 


H,SO, 





Gefunden 
40,68 °/, 
6,95 
3,30 
49,07 


soll der Gehalt an H,SO, 10,53°/, gleich sein. 
erklart sich durch die Sulfate 


gibt 13,05 ,. 


der Asche. 
Die mittlere Zusammensetzung der amorphen Chondrosin- 
verbindungen entspricht den Zahlen 


Die Differenz 


Berechnet 
40,38 °/, 
6,25 
3,37 
50,00 


Gefunden 
40,10 /, 
6,33 
8,30 
50,27 








n/10- N 
H,SO, 
ecm | °, 
4,2 | 3,30 


Die Analyse 
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Somit wird die Formel 


C,,H,,NO, 
durch die Analyse von amorphen Verbindungen vollstindig 
bestitigt. Da in allen Fallen der amorphen Verbindungen 
die (Ca-)Salze des Chondrosins analysiert wurden, sollen wir 
die Zahl der Wasserstoffatome in der Molekel des freien 
Chondrosins um zwei vergr6éBern. Somit entspricht die Formel 
des freien Chondrosins dem Ausdruck 

C,,H,.NO, . 
Dieselbe Formel wurde aus den Analysendaten des Phenyl- 
hydrazids abgeleitet. 

In der Literatur sind nur zwei Analysen von zwei Pri- 
paraten des Chondrosinsulfats (Schmiedeberg) bekannt. Auf 
Grund seiner Analysen gibt Schmiedeberg fiir die Substanz 
die Formel 

C,,H,,NO,, 
an. 


Die Resultate der Analyse von Chondrosin-Phenylhydrazid 
gestatten uns zu behaupten, daB 5 Molekel Wasser in jeder 
von uns untersuchten amorphen Verbindungen von Chondrosin 
enthalten sind. 

Unter ihnlicher Voraussetzung wire es médglich, die 
Schmiedebergsche Formel vielleicht etwa so zu modifizieren: 
C.:H,NO,, = C,,H,NO, + 3H,O. 

Wenn diese Voraussetzung den Tatsachen entspricht, so 
méchten wir unser Chondrosin als eine Dimethylverbindung 
der Substanz von Schmiedeberg betrachten. Eine Dimethyl- 
verbindung des Chondrosins von Schmiedeberg hatte die 
Formel 

C,H, ,NOs 
und wiirde sich von der Formel 

C,,H,,NO, 
nur im Wasserstoff unterscheiden, was wir selbstverstindlich 
ohne Schwierigkeit als einen analytischen Fehler zulassen 
kénnen. 

Die Differenz in der Zusammensetzung unseres Chondro- 
sins und dessen von Schmiedeberg mag wohl von der Diffe- 
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renz in dem Ausgangsmateriale und in den Methoden seiner 
Bearbeitung abhiingen. 


V. Chitonsaure. 


Schmiedeberg hat gezeigt, da& das Chondrosin beim 
Kochen mit einem Uberschusse von Barytwasser sich zerlegt, 
indem ein voluminéser Niederschlag von Bariumsalzen ver- 
schiedener Siiuren sich ausscheidet. Neuberg und Orgler 
zeigten, daB das Chondrosin eine ihnliche Zersetzung auch 
beim Erwarmen mit Barytwasser bis zu 40° erleidet. Da 
diese letzte Methode die Gewinnung von niheren Produkten 
verspricht, haben wir eben dieselbe Methode zur Untersuchung 
der nichsten Spaltungsprodukte von Chondrosin angewandt. 

Der Niederschlag von Barytsalzen wird abfiltriert und 
sorgfaltig mit Wasser gewaschen. Der vom Filter abgenommene 
Niederschlag wird in Wasser aufgeschwemmt und mit iiber- 
schiissiger Schwefelsiure zerlegt. 

Das Filtrat vom Bariumsulfat wird mit Bariumcarbonat 
gekocht, das neue Filtrat wird von Barium durch eine sehr 
vorsichtige Zugabe von Schwefelsiure befreit, bis die Fliissig- 
keit weder Ba, noch H,SO, in Lisung hat. Das neue Filtrat 
wird durch Tierkohle entfirbt und beim Kochen mit Cinchonin 
neutralisiert, welch letzteres in Substanz in die Fliissigkeit 
eingetragen wird. Sobald die Fliissigkeit eine schwach alka- 
lische Reaktion angenommen hat, wird sie vom Uberschusse 
des Cinchonins abfiltriert und zur Kristallisation gestellt. Bald 
scheiden sich grofe Kristalle eines Cinchoninsalzes aus, welche 
mehrmals umkristallisiert und im Vakuum getrocknuet werden. 

Die Analyse des Cinchoninsalzes ergab folgende Zahlen. 


Tabelle XIII. 








+s m 7 
Substanz | CO, H,0 C 2 22° N 
(70,3 mm 
s £ "lo "lo 20 P % 
0,3344 0,7828 0,2122 63,84 7,08 _ _ 
0,2014 wes _ — — 10,2 5,87 
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Die Analysendaten entsprechen der Formel 
C.;H5,N.0; . 


Berechnet Gefunden 
C 63,70 °/, 68,74 9), 
H 6,58 7,08 
N 5,94 5,87 
O 23,78 23,21 


Die Siure, welche das analysierte Cinchoninsalz bildet, 


entspricht der Formel 
C,H, 0, - 


Das ist die Formel der Chitonsiure. Die Chitonsiure wurde 
von KE. Fischer u. Tiemann?) in Form ihres Ca-Salzes 
charakterisiert. Leider blieb es nach der Analyse zu wenig 
Substanz, um das Ca-Salz darzustellen. Ubrigens bestiitigen 
die Analysendaten die Formel der Chitonsiure, die theore- 
tischen Uberlegungen machen es seinerseits sehr wahrschein- 
lich, daB wir eben die Chitonsiiure in den Hinden hatten. 


Die Chitonsiure 
HOCH——-—CHOH 


| | 
HOH,CCH CH-COOH 
a al 
bildet sich bei der Oxydation von Chitose 
(HO)\CH—-—-CH(OH) 
| | 
(HO)H,CCH CH-CHO . 


i ll 


U 
Bei der weiteren Oxydation gibt die Chitonsaéure die Iso- 
zuckersiure : 


(HO)CH—-——CH(OH) 
| | 
HOOC-CH CH-COOH . 
ail 


Die Siure, welche in unserem Cinchoninsalze enthalten 
ist, ist als ein Oxydationsprodukt des Kohlehydratanteiles der 
Molekel von Chondroitinschwefelsiure bzw. Chondrosin an- 


') Em. Fischer u. Tiemann, Uber das Glykosamin. Chem. Ber. 
Bd. 27, 8. 188 (1894). 
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zusehen, weil diese Siure keine Carbonylgruppe mehr enthilt 
und keine reduzierenden Kigenschaften mehr zeigt. Es wird 
weiter unten gezeigt, daB Isozuckersiure bei einer energischeren 
Oxydation von Chondrosin mittels Salpetersiiure sich bildet. 
Somit soll die Siure C,H,,0, als ein Zwischenprodukt zwischen 
dem Zncker der Chondrosinmolekel und der Isozuckersiiure 
betrachtet werden. Aber solch ein Zwischenprodukt soll nichts 
anderes als Chitonsiiure sein. DemgemiB girt bekanntlich 
der Zucker der Chondroitinschwefelsiure nicht und gibt kein 
Osazon. Und eben dieselben Eigenschaften zeigt Chitose. 


VI. Isozuckersaure. 


Wir haben Isozuckersiiture nach der Methode von Tie- 
mann und Haarmann}?) dargestellt. 30 g Chondrosin wurden 
bei maBiger Temperatur auf dem Wasserbade mit 100 ¢ 
HNO, vom spez. Gew. 1,2 bis zur Sirupkonsistenz verdampft. 
Die sirupése Fliissigkeit wurde in Wasser gelést und mit 
Calciumcarbonat gekocht. Nach dem Einengen des Filtrats 
schieden sich beim Erkalten Krystalle des Calciumsalzes der 
Isozuckersiure aus. Die Krystalle wurden abfiltriert, gewaschen, 
in Wasser gelést und vorsichtig mit Oxalsiure zerlegt. Das 
Filtrat vom Calciumoxalat wurde mibig konzentriert, beim 
Kochen mit Cinchonin gesittigt und von dem Uberschusse 
des letzteren abfiltriert. Beim Erkalten scheiden sich Krystalle 
von dem Cinchoninsalz aus, die im weiteren durch wiederholte 
Krystallisation gereinigt wurden. Sie zeigten sich mit dem 
isozuckersauren Cinchonin identisch. Schmelzp. 208°. 

Eine Lésung von 0,5000 g Substanz in 50 ccm Wasser 
zeigte in einer Rohre von 2 dm Linge eine Rotation von 


+ 3,46° 
Daraus wird die spezifische Drehung 
a (T)) ood os 173° 
berechnet. 


0,2700 g Substanz gaben bei Verbrennung nach Dumas 
16,6 ccm Stickstoff bei 756,1 mm und 20,5°. Daraus berechnet 
man den Stickstoffgehalt = 6,76°/,. Theoretisch N = 7,00 °/,. 





1) Tollens, Handbuch der Kohlehydrate, S. 325. 
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Nach Versuchen von Neuberg?) ist der Schmelzpunkt 
des norisozuckersauren Cinchonins = 208° 

ep) = + 175° 

Die Isozuckersiiure entsteht bei der Oxydation von Glu- 
cosamin und Chitose. Die Bemiihungen, Glucosamin oder 
dessen Verbindung aus den Zerfallsprodukten der Chondroitin- 
schwefelsinre zu isolieren, haben bisher kein positives Resultat 
gegeben.”) 

Unser Versuch, eine Verbindung des Glucosamins mit 
Phenylisocyanat darzustellen, ist auch fehlgegangen. Indessen 
wird Glucosamin aus anderen Verbindungen (z. B. Chitin) sehr 
leicht dargestellt. Darum ist das Vorhandensein von Glu-_ 
cosamin in der Zusammensetzung von Chondrosin sehr un- 
wahrscheinlich. Bekanntlich sind die Kigenschaften des Zuckers, 
welcher bei der Hydrolyse der Chondroitinschwefelsiure er- 
scheint, zum Teil mit denen der Chitose identisch. So ist 
dieser Zucker nicht girungsfihig, er gibt kein Osazon. Weiter, 
Tollens, sowie in neuester Zeit Levene haben aus der 
Chondroitinschwefelsiure Livulinsiure erhalten. Die Liavulin- 
siure wird aus dem Glucosamin nach der gewéhnlichen Methode 
nicht erhalten, wohl bekommt man sie aber aus der Chitose.”) 


VII. Die Base C,H,N. 


Das Filtrat von dem Niederschlage der Bariumsalze, 
welcher bei der Zersetzung des Chondrosins mit Barytwasser 
entsteht, wird von Bariumhydrat durch einen CO,-Strom be- 
freit. Das neue Filtrat enthalt eine Substanz, welche die 
Alkaloidreaktionen gibt, z. B. wird sie durch Phosphorwolfram- 
siure, Phosphormolybdinsiure, durch Bromwasser, durch J + JK, 
HgCl, usw. gefallt. 

Zur Isolierung der Base wurde die Fliissigkeit mit Phos- 
phorwolframsiure bei Anwesenheit von Schwefelsiiure gefallt. 
Der Niederschlag wird mit verdiinnter Schwefelsiure gewaschen, 


') Chem. Ber. Bd. 34, 8. 3840 (1901). 
*) In neuester Zeit hat Levene Glucosamin aus Chondroitin- 
schwefelsiiure dureh Kochen mit HCl und ZnCl, erhalten. 
‘) Hamburger, Biochem. Zs. Bd. 36, S. 1. 
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vom Filter abgenommen und durch Zerreiben mit Atzbaryt 
zerlegt. Das Filtrat von den Baryumsalzen wird von Baryt- 
hydrat durch einen Kohlensiurestrom befreit. Das neue Filtrat, 
schwach mit HCl angesiuert, wird auf dem Wasserbade bis 
zu einem kleinen Volumen verdampft, mit einer 10°/,igen 
Lésung von PtCl, vermengt und mit viel Alkohol gefiallt. 
Sofort erscheinen weibe Flocken, welche spiter auf dem Boden 
sich sammeln und eine lichtgelbe Farbe annehmen. Der Nieder- 
schlag wird abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und im Vakuum 
iiber Schwefelsiure getrocknet. Die Analyse ergab folgende 









































Zahlen. 
Tabelle XIV. 
Substanz] Pt | Pt | co, | H,0] c | a | Nem] n 
770,0 mm 
Ss £ “lo g £ °lo "lo 20° °lo 
0,4457 | 0,1819] 29,57 | 0,4363] 0,1755 | 26,70 | 2,37 = vie 
0,4158 soe — _ —_ ~ — 18,2 } 5,08 


Die Analysendaten entsprechen der Formel 


(C,H,NHCI),PtC, . 
Berechnet Gefunden 
C 26,92 °/, 26,70 °/, 
H 3,20 4,37 
N 4,49 5,08 
Pt 31,25 29,57 


Platin wurde als Verbrennungsriickstand in Schiffchen 
bestimmt. Davon kann die gréfSere Differenz in dem ge- 
fundenen Platingehalte abhingen. 

Wie bekannt, hat Schmiedeberg behauptet, daB Chon- 
drosin beim Kochen mit Siuren nicht gespaltet wird. Die 
Spaltung erfolgt nur beim Erwirmen mit Laugen. Indessen 
erlauben unsere Versuche, festzustellen, daB die Spaltung des 
Chondrosins auch beim Kochen mit Saéuren vor sich geht. 
Nach dem Kochen der Chondroitinschwefelsiure mit 3 °/, HNO, 
gelang es, aus dem Gemenge der Reaktionsprodukte ein Chloro- 
platinat darzustellen, welches ebensoviel © und Pt enthielt, 
wie das eben beschriebene Platinat. Die Lisung der Hydro- 
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lyseprodukte wurde durch Phosphorwolframsiure gefallt. Der 
abfiltrierte und ausgewaschene Niederschlag wurde mit Atz- 
baryt verrieben und bis zur vollen Trockenheit an der Luft 
liegen gelassen. Das wifrige Extrakt aus dem so bearbeiteten 
Niederschiage wurde zwecks der Chloroplatinatdarstellung, wie 
oben beschrieben, bearbeitet. 


0,4328 g Substanz gaben 0,4218 g CO, und 0,1277 g Pt. 
Gefunden Berechnet 
C 26,58 °/, 26,92 °/, 
Pt 29,51 31,25 
Die Spaltung des Chondrosins mag etwa nach folgender 
Gleichung vor sich gehen: 
C,,H,,NO, = C,H,,0; + C,H,N + CO, + H,O. 
Es wire gemif dieser Gleichung nétig, den Wasserstofigehalt 
des Chondrosins entgegen den Analysenzahlen zu vergréSern; 


hoffentlich kann man diese VergréBerung auch analytisch 
begriinden. 


VIIf. Biurete Substanz. 
(C;H,NO,),Cu. 

Unter den Spaltungsprodukten der Chondroitinschwefel- 
siure tritt eine Substanz auf, welche die Biuretreaktion gibt. 
Fir die Darstellung dieser Substanz wurde das Chondrosin- 
sulfat mit einem Uberschusse von frisch gefilltem und gut 
ausgewaschenem Kupferoxydhydrat bis zum Beginn des Kochens 
erwirmt. Ein Teil des Kupferoxyds reduziert sich dabei. Das 
Filtrat wurde mit Alkohol gefillt. Der Niederschlag wurde 
mit Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet. Die wiBrige Lisung der Substanz 


Tabelle XV. 





Substanz co, : N cem 


754,4 mm 


S | g g | | 18,5° 


0,3852 0,4629 
0,3270 _ 
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gibt mit Natronlauge Biuretreaktion mit roter Farbe. Beim 


Kochen des Gemisches bemerkt man eine geringe Reduktion, 


welche wahrscheinlich von der Unreinheit des Stoffes abhingt 
Die Analysendaten sind in der Tabelle XV angefiihrt. 
Die Analysenresultate entsprechen der Formel: 


(C;H,NO,),Cu. 
Berechnet Gefunden 
C 38,71 °/, 32,77 9, 
H 4,49 4,45 
N 7,87 8,15 
O 35,95 86,72 
Cu 17,86 17,91 


Zusammenfassend stellen wir fest: 

1, Als das erste Produkt der Hydrolyse von Chondroitin- 
schwefelsiure erscheint Chondran C,,H,,NO,,, welches in Form 
seines Tetrabenzoates dargestellt wurde. 

2. Chondroitin C,,H,,NO, wurde in Form des Tribenzoates 
dargestellt. 

3. Chondrosin C,,H,,NO, wurde in Form eines krystalli- 
nischen Phenylhydrazids dargestellt. 

4. Sowohl Chondroitin-, als auch Chondrosinpraparate, 
durch Fallung mit Alkohol dargestellt, enthalten mehr oder 
weniger Wasser, welches in den nicht hygroskopischen Ver- 
bindungen dieser Kérper (Benzoat, Phenylhydrazid) fehlt. Daher 
sollen die Formeln der genannten Kérper auf Grund der Analyse 
der nicht hygroskopischen Verbindungen korrigiert werden. 

5. Beim Erwiirmen des Chondrosins mit Barytwasser wird 
die Chitonsiure gebildet. 

6. Bei der Oxydation des Chondrosins mit HNO, wird 
Isozuckersiure erhalten. 

7. Die Punkte 5 und 6 erlauben zu vermuten, dab 
Chitose oer ein anderer Chitonsiure gebender Atomenkomplex 
in der Zusammensetzung des Chondrosins teilnimmt. 

5. Bei der Hydrolyse des Chondrosins entsteht eine Base 
von der Formel C,H,N. 

9. Unter den Zerfallsprodukten der Chondroitinschwefel- 
siure wird ein biureter Kérper von der Formel (C,H,NO,),Cu 
gefunden. 
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Zur Kenntnis der Chondroitinschwefelsiure. 


Diese Befunde stellen den allgemeinen chemischen Bau- 
plan der Chondroitinschwefelsiure in einem neuen Lichte dar 
und erlauben Chondroitinschwefelsiure mit den Nucleinsiuren 
gn vergleichen. Wie die letzteren, stellt die Chondroitin- 
schwefelsiiure eine Verbindung einer Mineralsiure mit einem 
Glucoside (Chondrosin) dar, welch letzteres bei der Hydrolyse 
in einen Zucker und eine Base zerfillt. Es ist wohl méglich, 
dab, wie es fiir die Nucleinsiuren bekannt ist, verschiedene 
Chondroitinschwefelsiuren mit demselben allgemeinen Bauplan 
und verschiedenen Bausteinen der Molekel existieren. Die 
ausgezeichneten Arbeiten von Levene machen diese Voraus- 
setzung sehr wahrscheinlich. 


Sofia (Bulgarien), Physiologisches Institut der Universitit. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXVI. 17 













Uber die Nucleinsiuren der Pankreasdriise. 
Von 
H. Steudel und Satosu Nakagawa. 


(Aus dem pbhysiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 1922.) 


Zieht man Pankreasdriisen vom Rinde mit heiBem Wasser 
aus und filtriert, so erhilt man aus dem Filtrate auf Zusatz 
von Kssigsiure einen Niederschlag, der das Hammarstensche 
Nucleoproteid darstellt. Auf dem Filter bleibt ein betriicht- 
licher Riickstand zuriick, aus dem schon vor lingerer Zeit der 
eine von uns!) nach dem Verfahren von Neumann eine 
Nucleinsiure gewonnen hat. Es konnten damals in dem 
K6érper sowohl Guanin wie Adenin nachgewiesen werden, zu 
einer genaueren Untersuchung reichte aber die zur Verfiigung 
stehende Menge nicht aus. Um geniigendes Ausgangsmaterial 
zu gewinnen, hatte deshalb der eine von uns nach und nach 
eine betriichtliche Menge von Pankreasriickstiinden, wie sie 


bei der Gewinnung von Hammarstens Proteid abfielen, auf 


Nucleinsiure nach dem Neumannschen Verfahren verarbeitet, 
und als sich ein geniigendes Quantum angesammelt hatte, 
wurde die Untersuchung von neuem?) aufgenommen. Das Ziel 
der Versuche war nunmebr durch eine quantitative Bestimmung 
der einzelnen stickstoffhaltigen Bruchstiicke in analoger Weise 
wie bei der Thymonucleinsiiure einen niheren Einblick in die 
Zusammensetzung des Kérpers zu bekommen. Leider war das 
Resultat wenig befriedigend, die vielen Reinigungsoperationen 





1) H. Steudel, Diese Zs. Bd. 53, S. 539 (1907). 
*) R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 88, S. 370 (1918). 
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hatten einen erheblichen Verlust an Material zur Folge und 
die endlich durchgefiihrte quantitative Spaltung lieferte nicht 
geniigend genaue Zahlen fiir eine exakte Berechnung. Es 
stellte sich auch heraus, daB die zum SchluB analysierte Sub- 
stanz gar kein Guanin mehr enthielt, und es blieb unent- 
schieden, ob die guaninhaltende Komponente nicht etwa 
wihrend der Reinigung des Kérpers abgespalten und die 
Substanz iiberhaupt noch unverfinderte Nucleinsiure war. 
Wir haben diese Verhaltnisse seitdem weiter verfolgt und 
zunichst die Frage erwogen, ob sich vielleicht die iuBerst ge- 
ringe Ausbeute an Nucleinsiure aus den Filterriickstinden 
vergréBern lieBe. Wir haben zu dem Ende festzustellen ver- 
sucht, wieviel Nucleinsiure itiberhaupt in den Riickstanden vor- 
handen ist, indem wir Phosphorbestimmungen in ihm anstellten 
und gleichzeitig die Menge der in ihm enthaltenen Nuclein- 
basen bestimmten. Dieses Verfahren hat im hiesigen Labo- 
ratorium schon bei der Untersuchung des Proteids nach 
Hammarsten auf Nucleinsiuren zu guten Erfolgen gefihrt. 
M. Knopf?) fand bei einer quantitativen Untersuchung des 
Proteids auf Nucleinbasen 6,5°/, Guanin und 0,85°/, Adenin 
(aus dem Pikrat berechnet). Hieraus konnte mit Sicherheit 
geschlossen werden, daB in dem Proteid aufer der Guanyl- 
siiure noch eine zweite, auch Adenin enthaltende Nucleinsiure 
vorkommen muBte. Selbst wenn man von der Menge des ge- 
fundenen Guanins die auf die Guanylsiiure entfallende Menge 
abzog (4,5°/, Guanin, da die Guanylsiure in einer Ausbeute 
von 12°/, aus dem Proteid genommen werden kann), so blieb 
noch geniigend Guanin iibrig, um als Bestandteil einer anderen 
Nucleinsiure etwa von Bau der Thymonucleinsiure gelten zu 
kénnen. Die weiteren Arbeiten von R. Feulgen?) und E. Ham- 
marsten*) haben diese Befunde durchaus bestitigt. Die Aus- 
beute an Guanylsiure aus dem Pankreasproteid, verglichen 
mit derjenigen der echten Nucleinsiure, ist so groB, daB die 
Méglichkeit vorliegt, da® auBer einer gekoppelten Nucleinsaure, 


1) Diese Zs. Bd. 89, S. 170 (1918). 
*) Diese Zs. Bd. 108, S. 147 (1919). 
*) Diese Zs. Bd. 109, 8. 141 (1920); Bd. 118, S. 224 (1921). 
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der Guanylnucleinsiiure, noch Guanylsiure als solche oder unter 
sich gekoppelt im Proteid vorkommt. 

Wir haben nun nach und nach 8800 g Pankreasdriisen 
nach Hammarsten auf Proteid verarbeitet und die Riick- 
stiinde der Proteiddarstellung unter Alkohol gesammelt. So 
erhielten wir eine Menge, die nach dem Absaugen auf der 
Nutsche noch alkoholfeucht etwa 5V00 g wog. Hiervon wurden 
400 g dreimal mit 96°/, Alkohol und so oft mit neuen Por- 
tionen Ather ausgekocht, bis nichts mehr in Lésung ging. Dann 
erhielten wir ein staubendes, grauweiBliches Pulver, das nicht 
hygroskopisch war. Es lieferte lufttrocken bei der Analyse 
folgende Werte: 

0,1458 ¢ sittigen 2,45 ccm n/2-NaOH = 0,93°/, P (Neumann). 


0,1556 ¢ “ 2,75 cem es = 0,98 ,, “ 
0,1060 g a 10,3 eem n/10-Séure= 13,60 N (Kjeldahl). 
0,1408 ¢ . 14.2 ecm - = 1410 ,, “ 


Die Substanz enthielt also im Durchschnitt 0,95°/, P und 
13,80°/, N. 

50 g dieser Substanz wurden mit 750 ccm 5 Volum pro- 
zentiger H,SO, auf freier Flamme am RiickfluBkihler 4 Stunden 
lang gekocht und heif filtriert. Der Riickstand wurde mehr- 
mals mit heiBem Wasser ausgewaschen. Das ganze Filtrat 
wurde dann auf 1000 ccm gebracht und in der. Lésung wieder 
Phosphor und Stickstoff wie oben bestimmt. 


10 eem sattigen 5,1 ecem n/2-NaOH = 2,823 mg P. 
10 ecm o 5,05 cem - = 2,795 mg ,, 
5 eem ma 19,5 ecm n/10-Saéure = 27,30 mg N. 
> ecm - 19,5 ccm “ = 27,30 mg ,, 


In 1000 ccm waren also 0,281 g P und 5,46 ¢ N ent- 
halten. Es ergibt sich, da8 durch das Kochen mit Schwefel- 
siure der Stickstoff zu 80,3°/, und der Phosphor nur zu 
59,1°/, in Lésung gegangen ist. 

Der Filterriickstand der Schwefelsiiurespaltung wurde noch 


einmal mit 400 ccm 20°/, H,SO, 14 Stunden gekocht, aber 


da das Filtrat bei stark ammoniakalischer Reaktion keinen 
Niederschlag mehr mit ammoniakalischer Silberlésung, auch 
nicht nach lingerem Stehen, gab, haben wir es nicht weiter 
untersucht. 





























Uber die Nucleinsiiuren der Pankreasdriise. 953 


900 ccm des ersten Filtrates haben wir nun stark 
ammoniakalisch gemacht, dabei wurde kein Niederschlag von 
Guanin beobachtet. Dann haben wir die ammoniakalische 
Lésung mit ammoniakalischer Silbernitratlésung vollkommen 
ausgefallt, die Fallung nach langerem Stehen abfiltriert und 
solange mit ammoniakhaltigem Wasser gewaschen, bis das 
Filtrat keine Salpetersiurereaktion mit Diphenylamin mehr gab. 
Die Silberverbindung der Alloxurbasen wurde nun in der Wirme 
mit Salzsiiure zersetzt und das Filtrat von Chlorsilber auf 
100 ccm eingeengt. Wir haben nun in je 10 ccm dieser Liésung 
den Stickstoffgehalt der Alloxurbasen bestimmt, indem wir sie 
zunichst mit einem Uberschu8 von Bariumcarbonat im Schiil- 
chen auf dem Wasserbade wiederholt zur Trockne brachten. 
Nachdem wir uns iiberzeugt hatten, da& die Lésung nunmehr 
ammoniakfrei war, haben wir sie mit dem Bariumcarbonat 
quantitativ in den Kjeldahlkolben iiberfiihrt und wie iblich 
behandelt. 

10 ccm der Lésung enthielten dann 28,73 mg N. In 
100 ccm waren also 0,2873 g¢ Alloxurbasenstickstoff enthalten. 
Da die Silberfiillung der Alloxurbasen aber in 900 ccm der 
urspriinglichen Liésung ausgefiihrt war, so ergibt die Ausbeute 
auf 1000 ccm berechnet 0,3192 g N. 

Auf Grund dieser Versuchsergebnisse kann man eine Be- 
rechnung iiber die Mengenverhiiltnisse der Nucleinsiiuren in 
dem von uns verarbeiteten Riickstande anstellen. Unter der 
Voraussetzung, daB in dem Pankreasriickstande eine Nuclein- 
siure von der Zusammensetzung der Thymonucleinsiure vor- 
kommt, kann man, da die Thymonucleinsiure sich nach fol- 
gender Formel aufspaltet: 

C.5H59033N,5P, + 11H,O = C,H,N;O + C,H,N; + C,HgN.O. + C,H;N,0 
Guanin Adrenin ‘Thymin Cytosin 

+ 4C,H,,0, + 4H,PO,, 

berechnen, in welchem Verhiltnis die Phosphormenge zu dem 
Alloxurbasenstickstoff stehen mu8. Dann ergibt sich das Ver- 
haltnis 4P:10N oder 124,16:140,08. In Arbeit genommen 
waren 50 ¢ Substanz mit 0,475 g¢ P. Es ergibt sich also die 
Gleichung: 4P (124,16): 10N (140,08) = 0,475:2.  Mithin ist 
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x = 0,536 g N diejenige Menge Alloxurbasenstickstoff, die in 
50 g Riickstand vorhanden sein muBte, wenn simtlicher 
Phosphor in Form einer Thymonucleinsiure in dem Pankreas- 
riickstande wire. Da nun experimentell nur 0,3192 g N ge- 
funden sind, so haben wir nur 59,56°/, des berechneten Alloxur- 
basenstickstoffs gefunden. Hieraus kann man schlieBen, dab 
rund nur die Hilfte des Phosphors im Riickstande in Form 
einer Thymonucleinsiure vorkommt. 

Um diesem Schlu8 eine gréBere Sicherheit zu geben, haben 
wir noch einen zweiten Versuch angestellt, in dem wir ebenso 
wie im ersten eine Alloxurbasenfraktion erzeugt haben, nun 
aber in dieser Fraktion die Basen quantitativ bestimmt haben. 

Es wurden weitere 500 g des alkoholfeuchten Pankreas- 
riickstandes wie im ersten Versuch mit 96°/, Alkohol und mit 
Ather erschépfend in der Siedehitze extrahiert. Dann gab die 
resultierende Substanz folgende Analysenzahlen: 


0,9605 g siittigen 12,2 ecm n/2-NaOQH = 0,703°/, P (Neumann). 


0,8512¢ 4 11,5 cem , mm Ome, vs 
0,2989 2 = 30,1 cem n/10-Siiure = 14,10 N (Kjeldahl). 
0,1709¢ , 17,6 cem » = 14,41 a 7 


80 g Substanz wurden mit 750 ccm 5°/, H,SO, 6 Stunden 
lang auf freier Flamme am Riickflubkihler gekocht und heib 
filtriert. Das Filtrat und die Waschwisser wurden auf 1000 ccm 
gebracht und in der Lésung der P- und N-Gehalt bestimmt. 


20 cem sattigen 20,1 ccm n/2-NaOH = 11,13 mg P (Neumann). 


20 ecm * 20,6 cem i = 11,40 mg ,, ma 
10 cem - 62,6 cem n/10-Siiure = 87,64 mg N (Kjeldahl). 
10 cem ‘i 62,6 ccm “ = 87,64 mg ,, » 


In 1000 ccm waren also 0,564.¢ P und 8,764 g N enthalten. 
920 ccm des Filtrates wurden zur Alloxurbasenbestimmung 
benutzt. Die Analyse wurde ebenso ausgefiihrt, wie sie oben 
beschrieben worden ist. Es wurden so 100 ccm einer Lésung 
der Alloxurbasen erhalten, die 0,322 g N enthielten. 
Nach Vertreibung des Ammoniaks mit Bariumcarbonat 
erhielt man folgende Zahlen: 


10 cem siittigen 23,0 ccm n/10-Siiure = 0,0322 g N (Kjeldahl). 
10 ecem ss 22,95 cem - = 0,0321 ¢ ,, "9 
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In 80 g Ausgangsmaterial ist demnach ein Gehalt von 0,350 g 
Alloxurbasenstickstoff gefunden. Berechnet man sich wie im 
ersten Versuch das Verhaltnis 4P:10N, so erhalt man als 
verlangten Wert 0,654 g Alloxurbasenstickstoff. Es sind dem- 
nach nur 53,5°/, der berechneten Menge experimentell gefunden 
oder es kommt auch hier nur rund die Hilfte des Phosphors 
in Nucleinsiurebindung vor. 

50 ccm der Alloxurbasenlésung haben wir nun zur Basen- 
bestimmung benutzt. Zunaichst wurde Ammoniak bis zur stark 
alkalischen Reaktion hinzugefiigt, das ausgefallene weiBlichgraue 
Guanin abfiltriert, mit ammoniakhaltigem Wasser gewaschen, 
dann in wenig Natronlauge gelést, mit Essigsiure wieder aus- 
gerillt, filtriert, gewaschen, getrocknet und gewogen. Ausbeute 
0,1670 g; in 80 g Ausgangssubstanz also 0,363 g. 

Nach Kjeldahl verbrannt, lieferte die Substanz folgende 
Werte: 

0,0412 g siittigen 13,6 cei n/10-Siure = 46,25°/, N. 

0,0468 ¢ “ 15,4 ecm . = 46,10 + 

Berechnet fiir Guanin: 46,36°/, N. 

Das Filtrat vom Guanin wurde durch Abdampfen im 
Schilchen zunichst vom iiberschiissigen Ammoniak befreit, 
der trockene Riickstand wurde in wenig Wasser aufgenommen 
und die klare Lésung mit Natriumpikrat ausgefallt. Das Pikrat 
wurde einmal aus Wasser umkrystallisiert, getrocknet und ge- 
wogen. Ausbeute: 0,2796 g oder in 80 g Ausgangssubstanz 
0,6078 g Adeninpikrat gleich 0,2990 g Adenin. Das Adenin- 
pikrat hatte einen Zersetzungspunkt, der bei etwa 280° lag. 
Das Filtrat vom Adeninpikrat enthielt keine Alloxurbasen 
mehr, es ist auch der gesamte Stickstoff der Alloxurbasen- 
lésung in Form von Guanin und Adenin wiedergefunden. Die 
Mengen Guanin und Adenin, die experimentell gefunden sind, 
stehen im molekularen Verhaltnis von 1:1 und geben der 
Voraussetzung, daB es sich im Pankreasriickstande um eine 
Thymonucleinsiure oder eine ihr nahestehende Substanz handelt, 
eine kriftige Stiitze. Bewiesen ist disse Ansicht damit freilich 
nicht, dazu miiBten eben siimtliche stickstoffhaltigen Bruchstiicke 
quantitativ bestimmt und das Kohlenhydrat naher definiert 
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werden. Der Weg, auf dem solche Untersuchungen lisbar 
sind, ist von dem einen von uns bei der Thymonucleinsiure 
gewiesen worden. Diese Analysen erfordern aber viel Material. 

Auf die eingangs aufgeworfene Frage nach der Ausbeute 
an Nucleinsiure aus den Pankreasriickstinden erhalten wir 
durch unsere Versuche eine klare Antwort. 100g der mit 
Alkohol und Ather erschépften Substanz werden, wenn alles 
Guanin und Adenin einer Nucleinsiure entstammt, eine 
theoretische Ausbeute von rund 5g Nucleinsiiure ergeben. 
Praktisch wird man selbst diesen Wert noch nicht einmal er- 
reichen; es werden also grofe Mengen Pankreasdriisen ndtig 
sein, um die nétige Menge Ausgangsmaterial fiir quantitative 
Untersuchungen der in dem Pankreasriickstande vorhandenen 
Nucleinsiure zu liefern. Unter den heutigen Verhiltnissen 
wird man kaum solche Untersuchungen in Angriff nehmen 
k6nnen. 
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Mannit aus Orobanche Cumana. 
Von 


A. Kiesel. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Saratow.) 


(Der Reaktion zugegangen am 6. Dezember 1922.) 


Die Orobanchearten sind bekanntlich chlorophyllfreie Ganz- 
schmarotzer und erhalten ihre Kohlenhydrate von der Wirts- 
pflanze. Die von mir untersuchte Orobanche Cumana schma- 
rotzte auf Helianthus annuus, in dem noch nie Mannit nach- 
gewiesen wurde. Der von mir in Orobanche Cumana in 
gréBeren Mengen aufgefundene Mannit muBte demnach in der 
parasitierenden Pflanze durch Reduktion eines von der Wirts- 
pflanze aufgenommenen Kohlenhydrats entstanden sein, da durch 
die yon mir angewandte Extraktionsmethode weder eine bak- 
terielle, noch eine fermentative Entstehung des Mannits aufer- 
halb der untersuchten Pflanze wiihrend der Verarbeitung statt- 
finden konnte. 

Mannit ist auSerordentlich oft in gréBeren, bis an 20°/, 
des Trockengewichts ansteigenden Mengen in héheren Pilzen 
aufgefunden worden’), wo es augenscheinlich auf fermentativem 
Wege aus Trehalose entsteht. Ofters ist es auch in anderen 
Pflanzenklassen angegeben worden, — in Algen?) und Bliiten- 
pflanzen.®) 

Bei einer Nachpriifung, die ich im Jahre 1910 im Labo- 
ratorium von Prof. B. Tollens tiber den von Wichers und 





') Czapek, Biochemie d. Pfl., 2. Aufl., Bd. 1, 8. 297. 
*) Ebenda, Bd. 1, 8. 390 u. Bd. 3, S. 773. 
’) Ebenda, Bd. 1, S. 453, 472 u. Bd. 3, S. 778. 
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Tollens')angegebenen Mannitgehalt im Spargelsafte ausfiihrte ’), 
wurde aus demselben kein Mannit erhalten. Dieser Befund 
rief eine weitere Untersuchung der Frage durch B. Tollens*) 
und E. Busold*) hervor und Dank den Arbeiten dieser For- 
scher verloren die friiheren Angaben iiber Mannitgehalt in 
Pflanzenobjekten stark an Glauben. Es wurde klar, da bei 
der Mannitausscheidung jede bakterielle oder fermentative 
Wirkung im ausgepreBten Safte auBerst vorsichtig vermieden 
werden muB.°) 

2400 g frischer in Bliite stehender Orobanchepflanzen 
wurden in Stiicke geschnitten und mit 3 Liter Alkohol heib 
unter RiickfluBkiihlung extrahiert. Dann wurde die Extraktion 
noch zweimal mit einer kleineren Menge Alkohol wiederholi 
und der Riickstand jedesmal abgepreBt. Nach Abdestillieren 
des Alkohols aus der filtrierten Fliissigkeit wurde dieselbe bis 
zur Sirupkonsistenz eingedampft. Nach kurzem Stehen schied 
sich eine voluminése Krystallmenge ab, die durch Alkoholzusatz 
vermehrt wurde. Da sich bei Alkoholzusatz neben den Kry- 
stallen eine dicke sirupése Masse am Boden abschied, wurde 
die davon abgegossene Fliissigkeit zur weiteren Krystallisation 
verwendet und der Sirup mehrmals mit 95°/,igem Alkohol 
ausgekocht, wobei der sich bei den Extraktionen nicht lésende 
gummése Rest verworfen wurde. Die sich bei der Erkaltung 
der Extrakte abscheidenden sirupésen Massen wurden ebenso 
behandelt. Nach Abtrennen der Krystalle wurden die ver- 
einigten klaren Extrakte von Alkohol befreit, zum Sirup ge- 
bracht und wie oben mit neuem Alkohol behandelt. SchlieBlich 
wurde zur Mutterlauge zuerst Alkohol, dann vorsichtig bis zur 
bleibenden Triibung Ather zugesetzt, wobei neue Krystallmengen 
ausgeschieden wurden. Die so erhaltenen krystallinischen 
Massen wurden mehrmals aus Wasser mit nachtriglicher Zugabe 
von Alkohol-Ather, dann nach Reinigung mit Tierkohle einfach 


‘) Journ. f. Landw. 1910, S. 101. 

*) Unverdffent, s. Tollens, Journ. f. Landw. 1911, Bd. 59, S. 429. 
) aa. @. 

*) Journ. f. Landw. 1912, Bd. 60, S. 393 u. 1913, Bd. 61, S. 153. 

5) H. Kylin, Diese Zs. Bd. 94, S. 337 (1915). 
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Mannit aus Orobanche Cumana. 


aus Wasser umkrystallisiert. Die vollkommen weiBe aus 
langen diinnen verfilzten Nadeln bestehende Krystallmasse wog 
13,26 g. 

Die ausgeschiedene Substanz reagierte neutral auf Lackmus, 
schmeckte siiBlich, reduzierte die Fehlingsche Liésung nicht, 
weder vor, noch nach Kochen mit schwacher Salzsiure, enthielt 
keinen Stickstoff und sublimierte nicht. 

Schmelzpunkt ohne Verinderung bei 165° unkorr. 

Bei Oxydation mit Kaliumbichromat in saurer Lésung 
unter Erwirmen wurde eine die Fehlingsche Lésung redu- 
zierende Substanz erhalten. Um das Oxydationsprodukt zu 
identifizieren, wurde 1g der Substanz mit 0,54 g. Kalium- 
bichromat in 10 ccm Wasser gelést, 1,5 com 50°/, Schwefel- 
siure zugesetzt und im Wasserbad erwirmt. Nach erfolgter 
Reduktion des Kaliumbichromats wurde noch etwas Kalium- 
bichromat in UberschuB8 zugesetzt, der Uberschu8 desselben 
mit einigen Tropfen Alkohol zerstért, mit Ammoniak das 
Chromoxyd gefallt, etwas Alkohol zur vollen Ausflockung des- 
selben zugesetzt, filtriert, der Alkohol im Wasserbade entfernt, 
mit Essigsiure schwach angesiiuert und die Lésung mit Kohle 
entfarbt. Nach Zusatz von 20 Tropfen Essigsiure und 
14 Tropfen Phenylhydrazin wurde die Mischung stehen ge- 
lassen, wobei zuerst Triibung, dann ein Niederschlag entstand, 
der bald krystallinisch wurde. Nach 60stiindigem Stehen 
wurde der Niederschlag abgetrennt, mit kaltem Wasser aus- 
gewaschen, aus heiBem Wasser umkrystallisiert und iiber 
Schwefelsiiure getrocknet. Der Schmelzpunkt des so erhaltenen 
Phenylhydrazons wurde bei raschem Erhitzen gleich 195° ge- 
funden. 

Das Filtrat vom ausgeschiedenen Phenylhydrazon wurde 
weiter mit der gleichen Menge von Kssigsiure und Pheny]l- 
hydrazin versetzt, worauf ein 11/, stiindiges Erwirmen im 
Wasserbade folgte. Der erhaltene Niederschlag wurde aus 
heiBem 50°/, igem, dann aus 95°/,igem Alkohol umkrystalli- 
siert. Im Exsiccator getrocknet schmolz das Osazon bei 202°. 

Somit war bei Oxydation der aus Orobanche Cumana er- 
haltenen Substanz eine Mischung von Mannose und wahr- 





P 
a 










260 A. Kiesel, Mannit aus Orobanche Cumana. 


scheinlich Fructose entstanden. Die Substanz mufte also 
Mannit sein, was mit den anderen Higenschaften iiberein- 
stimmt. 

Zur weiteren Identifikation wurden 0,3000 g Mannit der 
Benzoylierung mit 2 g Benzoylchlorid in 15 ccm 20°/, iger 
Natronlauge unter Schiitteln unterworfen. Die ausgeschiedene 
weiBe dlige Masse wurde mit Ather behandelt, wobei zuerst 
Lésung, dann krystallinische Ausscheidung stattfand. Nach 
Abtrennung des Athers wurde das iiberschiissige Benzoyl- 
chlorid durch Auskochen mit 95°/,igem Alkohol entfernt. 
Das so erhaltene, im Exsiccator getrocknete Benzoylat wog 
0,5918 g und schmolz bei 150°. 

0,3989 g davon wurden zur Spaltung und Benzoesiure- 
bestimmung verwendet. Das Benzoylat wurde zu diesem Zwecke 
in 25 ccm 95°/, Alkohol geiést, 1 g Natriumhydroxyd zugesetzt 
und 4 Stunden lang unter RiickfluBkiihlung verseift. Nach 
Ansiiuern mit Phosphorsiure wurde die Benzoesiure mit Wasser- 
dampf abdestilliert und im Destillat titrimetrisch bestimmt. 
Die Benzoesiiuremenge entsprach 30,5 ccm !/,,-n Natronlauge 
und betrug demnach 0,3698 g statt der fiir C,N,O,-6C,H,CO 
erforderlichen 0,3623 g, was einen Fehler von 2,07°/, aus- 
macht. 

Somit wire die Identitat des aus Orobanche Cumana aus- 
geschiedenen Kérpers mit Mannit vollkommen nachgewiesen. 
































Uber Keratin. 
IV. Mitteilung. a 
Von 


A. Heiduschka und E. Komm. 









(Aus dem Laboratorium fiir Lebensmittel- und Girungschemie der Technischen 
Hochschule zu Dresden.) 






(Der Redaktion zugegangen am 7. Dezember 1922.) 






In der zweiten Mitteilung) zeigten wir, da8 sich durch 
Aussalzen mit Ammoniumsulfat oder mit Zinksulfat je vier 
Keratosefraktionen aus unseren Keratinabbauprodukten abschei- 
den lieben. Wir haben nun versucht, diese einzelnen Kera- 
tosen méglichst rein darzustellen und die Fraktionen weiterhin 
in ihre einzelnen Anteile zu zerlegen. Diese Untersuchungen 
enthilt die vorliegende IV. Mitteilung. 

Nachdem es E. P. Pick’) und E. Zunz*) gelungen war 
ein einfaches Verfahren zur Trennung der Proteosen voneinander 
auszuarbeiten, ging im besonderen Pick*) daran, die einzelnen 






















Proteosen rein zu isolieren und ihre Eigenschaften festzulegen. 
Kr arbeitete dazu eine Methode aus, die im wesentlichen aus 
a einer kombinierten Ammoniumsulfat- und Alkoholfillung der 
a einzelnen Proteosen besteht. Mit Hilfe dieser Methode trennte 
er im Witteschen Pepton die Heteroalbumose scharf von der 
Protoalbumose und zerlegte die ,sekundiren* Deuteroalbumosen 
A und B in einzelne Teile, die sich durch ihr verschiedenes, 
charakteristisches Verhalten gegeniiber einigen Reaktionen 
voneinander unterscheiden. Auer dieser Pickschen Methode 
bestehen noch einige andere zur Darstellung der einzelnen 








1) Heiduschka u. Komm, Diese Zs. Bd. 124, 8S. 37 (1922). 

: 2) E. P. Pick, ebenda Bd. 24, S. 246 (1898). 

2 3) E. Zunz, ebenda Bd. 27, S. 219 (1899). 

’ ‘) E. P. Pick, ebenda Bd. 28, S. 219 (1899) und Beitr. z. chem. 
Physiol. u. Pathol. Bd. 2, S. 481 (1902). 
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Proteosen, die E. Zunz') in seinen ,,Nouvelles Recherches sur 
les protéoses* zusammenfassend bearbeitete. Die Trennung 
speziell der einzelnen Keratosen voneinander in durch ver- 
diinnte Schwefelsiure partiell abgebauten Keratinprodukten hat 
bereits KE. Siemering?) versucht durchzufiihren, jedoch gelang 
es ihm nicht, eine Deuterokeratose C zu isolieren und ferner die 
Deuterokeratosen A und B in ibre weiteren Anteile zu zerlegen. 

Zur Trennung und Darstellung der einzelnen Keratosen in 
unseren *) Keratinabbauprodukten benutzten wir die Ammonium- 
sulfat-Alkoholmethode von Pick. Eine Verwendung von Zink- 
sulfat schied aus, da sich dieses Salz aus den gefallten Frak- 
tionen schwer entfernen liBt. Wir konnten mit dieser Methode 
die Heterokeratose gut von der Protokeratose trennen und 
muBten dabei feststellen, daB die Heterokeratose im Verhilt- 
nis zu der gleichen Albumose des Witteschen Peptons in 
Alkohol weit léslicher ist. Die Trennung von der Protokeratose 
wird dadurch erschwert. Ferner konnten wir die Deutero- 
keratosen A und B in je zwei Anteile zerlegen und in diesen 
an der charakteristischen Stelle die besonders starke An- 
reicherung der Kohlenhydrat- und Schwefelgruppe durch den 
starken Ausfall der fiir diese Gruppen typischen Reaktionen 
nachweisen. Kine Deuterokeratose C wurde ebenfalls isoliert. 
Durch Vergleiche der einzelnen Keratosen mit anderen ent- 
sprechenden Proteosen konuten wir im reaktionellen Verhalten 
— besonders gegen Alkohol — einige Verschiedenheiten fest- 
stellen. 


Experimenteller Teil. 
I. Abscheidung*) der Keratosefraktionen durch Aussalzen. 


Auf Grund der in der zweiten Mitteilung®) mitgeteilten 
Fiallungsgrenzen schieden wir durch bestimmten steigenden 





) E. Zunz, Bull. de Acad. Roy. Belg., Bruxelles 1911. 

*) E. Siemering, Diss. Miinchen 1904. 

3) Heiduschka u. Komm, Diese Zs. Bd. 121, 8. 221 (1922). 

*) Die Abscheidung und darauf folgende Reindarstellung und 
Reaktionspriifung der Keratosen wurde in der gleichen Zeit mit drei 
verschiedenen Portionen durchgefiihrt. 

‘) A. a. O. 
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Ammoniumsulfatzusatz die einzelnen Keratosefraktionen ab. 
Wir wogen etwa 1 kg unserer partiell abgebauten Keratin- 
produkte ein und stellten eine 20°/,ige Lésung in Wasser 
(60°) daraus her. Die so gewonnene Hornlésung!) wurde nach 
Absetzen des zuriickgebliebenen Riickstandes von diesem 
abfiltriert und genau neutralisiert, dann mit einer gesittigten 
Ammoniumsulfatlésung (D. = 1,244) bis zur 0,35-Sattigung ver- 
setzt. Es schied sich die erste Keratosefraktion ab, zuniichst in 
fein verteilter weiBlicher Form. Nach lingerem Stehen setzte sich 
diese Fraktion in der Hauptsache an der Fliissigkeitsoberfliche 
in Form eines ziahfliissigen, dicken Klumpens ab; der kleinere 
Teil bildete einen festen braunen Bodensatz. Die Fliissigkeit 
war braungelb und vollig klar, sie konnte durch mechanisches 
Trennen und durch Filtrieren bequem von der Keratose- 
fraktion I befreit werden. Die Konzentration an Ammonium- 
sulfat in dieser klaren Lésung wurde dann durch weiteren 
Zusatz von gesittigter Ammoniumsulfatlésung auf eine 0,62- 
Sittigung erhéht. Dabei schied sich die zweite Keratose- 
fraktion aus, welche sich nach mehrtaigigem Stehen als braune 
Masse am GefiBboden absetzte. Die dariiber stehende klare, 
gelbe Fliissigkeit wurde von der Keratosefraktion II‘ durch 
Filtrieren getrennt und auf eine Temperatur von etwa 40° 
erwirmt. Dann wurde in sie bis zur vollstiindigen Sattigung 
fein gepulvertes Ammoniumsulfat (reinstes) eingetragen, und es 
schied sich darauf kurz vor dem Erreichen der Ganzsittigung 
die dritte Keratcsefraktion ab. Diese Fraktion sah zunichst 
wie die erste weiBlich aus und ballte sich nach lingerem Stehen 
zu charakteristischen griin-gelblich aussehenden Kliimpchen 
zusammen, die in der Fliissigkeit herumschwammen. AuSerdem 
setzte sich eine diinne Haut an der Oberfliche ab. Die ammon- 
sulfatgesiittigte Fliissigkeit wurde nach dem Sammeln der 
Hauptmenge der Keratosefraktion II] von den Resten dieser 
Fraktion abfiltriert und mit etwa 1/,, Filtratvolumen ammonium- 
sulfatgesiittigter /1-Schwefelsiiure versetzt. Es bildete sich 


1) Wie auch in der zweiten Mitteilung bezeichnen wir der Kiirze 
wegen die Lésung der partiell hydrolysierten Keratinprodukte in Wasser 
mit ,,Hornlésung“. 
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ein dicker, weiBer Niederschlag, der aus der Keratosefraktion IV 
bestand. Nach etwa 7tagigem Stehen setzte sich diese Keratose- 
fraktion als rotbraune, zihfliissige Masse am Boden ab und konnte 
von der iiberstehenden klaren Fliissigkeit gut getrennt werden. 


II. Reinigung der Keratosefraktionen und Trennung 

in einzelne Anteile. 
a) Keratosefraktion I. 

Nachdem in der beschriebenen Weise aus der Hornlésung 
die vier Keratosefraktionen abgeschieden wurden, versuchten 
wir sie zu reinigen und in ihre Anteile zu zerlegen. 

Bei der Fallung einer Fraktion durch Aussalzen werden 
sehr leicht Anteile der anderen Fraktionen mitgerissen. Um 
nun die gefillte Fraktion von diesen mitgerissenen Bei- 
mengungen zu befreien, wird sie mehrmals aus ihrer Liésung 
ausgesalzen. Die Arbeitsweise war folgende: Die erste Keratose- 
fraktion wurde mit soviel heifem Wasser versetzt, daB eine 
ungefihr 20°/,ige Lésung entstand. Diese siittigten wir dann 
zu 0,35 mit Ammoniumsulfat und salzten somit die Fraktion I 
nochmals aus. Diese Umfallung wurde in der gleichen Weise 
etwa achtmal wiederholt. Bei der Lisung der ersten Fraktion 
in Wasser blieb bei allen Umfallungen ein kleiner Teil un- 
léslich zuriick. Es handelte sich hierbei wahrscheinlich um 
einen der Dysalbumose entsprechenden Stoff. 

Nach der letzten Umfillung sammelten wir die Fraktion I 
auf einem Tonteller und preften sie sorgfaltig von der an- 
haftenden Salzfliissigkeit ab. Die nach mehrtiigigem Stehen 
trockene, braune Masse wurde pulverisiert und mit einem kleinen 
Teil davon eine etwa 30°/,ige Lésung in heiBem Wasser her- 
gestellt. Ein Anteil blieb auch hierbei ungelést und konnte 
nach dem Absetzen abfiltriert werden. Das Filtrat war schwach 
getriibt und dunkelbraun gefirbt; es wurde zu den folgenden 
Vorversuchen iiber die Trennbarkeit der ,,primiren“ Keratosen, 
die die erste Fraktion enthilt, benutzt. Diese Trennung der 
Hetero- von der Protoproteose beruht auf ihrer verschiedenen 
Léslichkeit in Alkohol. Pick?) erreichte eine scharfe Trennung 
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beider ,,primaren“ Albumosen des Witteschen Peptons, wenn 
er die Lésung der ersten Fraktion in Wasser mit dem gleichen 
Volumen 95°/,igen Alkohols versetzte. Es schied sich bereits 
bei diesem niederen Alkoholgehalt die Heteroalbumose villig 


ab und konnte so ganz von der Protoalbumose — die in der 
alkoholischen Lésung zuriickblieb — getrennt werden. Wir 


versuchten nun das gleiche bei der Lésung unserer ersten 
Keratosefraktion, jedoch schied sich bei einem Zusatz des 
doppelten Volumen 95°/,igen Alkohols die Heterokeratose nicht 
aus, im Gegenteil, die von vornherein — wie bereits erwihnt 
— etwas getriibte Lésung klarte sich beim Alkoholzusatz auf. 
Auch ein vielstiindiges Kochen am RiickfluBkiihler konnte 
keine Abscheidung bewirken. Wir erhdhten nun die Alkohol- 
konzentration und erreichten bei einem Zusatz des 3fachen 
Volumens an absolutem Alkohol eine erste weiBe Triibung, die 
bei weiterem Zusatz stirker wurde und sich bei einer 5fachen 
Menge absoluten Alkohols als ein starker, weiBer Niederschlag 
leicht absetzte. Die abfiltrierte Lésung blieb auf weiteren 
Alkoholzusatz klar, erst bei einem sehr groBen UberschuB war 
eine Triibung und Abscheidung der Protokeratose zu erzielen. 
Dieses letzte Ergebnis zeigt, daB die Heterokeratose durch 
einen Zusatz des 5fachen Volumens absoluten Alkohols voll- 
stiindig abscheidbar ist, und die Protokeratose aus dem 
Filtrat durch einen sehr groBen AlkoholiiberschuB ebenfalls 
fallbar ist. 

1. Darstellung der Heterokeratose. Nach diesen 
Vorversuchen unternahmen wir es nun die beiden ,,primiren“ 
Keratosen aus dem Hauptteil der getrockneten ersten Fraktion 
zu isolieren. Wir lésten dazu die gepulverte Substanz in 
heiBem Wasser zu einer 30°/,igen Lésung und filtrierten diese. 
Das Filtrat wurde dann mit dem 5fachen Volumen absoluten 
Alkohols versetzt, und es schied sich die Heterokeratose in 
weiBen Flocken ab, die sich bald am Boden des GefaiBes an- 
sammelten. Die iiberstehende, klare alkoholische Lésung wurde 
abfiltriert und zur Darstellung der Protokeratose benutzt. Die 
auf dem Filter zuriickgebliebene Heterokeratose wurde mit 
95°/,igem Alkohol gut nachgewaschen, in Wasser gelést und 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXVI. 18 
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nochmals mit der 5fachen Menge absoluten Alkohols zur 
Fallung gebracht. Diese Umfallung wurde noch zweimal wieder- 
holt, und da das letzte alkoholische Filtrat keine Biuretreaktion 
mehr gab, konnten wir damit die Heterokeratose als vollig 
frei von benachbarten Keratosen ansehen. Die bei der letzten 
Umfallung restierende Substanz war ammoniumsulfathaltig. 
thre Lésung in Wasser wurde daher mit einer gesittigten 
klarfiltrierten Bariumacetatlésung in ganz geringem Uberschuf 
versetzt. Das abgesetzte Bariumsulfat wurde abfiltriert, und 
aus dem Filtrat wurde durch Zusatz wiBriger Ammonium- 
carbonatlésung das iiberschiissige Barium ausgefallt. Das 
Filtrat wurde auf dem Wasserbade eingeengt und dann aus 
ihm wiederum mit dem 5fachen Volumen absoluten Alkohols 
die Heterokeratose in schénen, weiBen Flocken ausgeschieden. 
Die abfiltrierte Keratose wurde mit absolutem Alkohol, dann 
mit Ather gut ausgewaschen und nach dem Trocknen im 
Vakuum und bei 105° blieb sie als weiBes, leichtes Pulver 
zurick. Beim Verbrennen hinterlieB die so gewonnene Hetero- 
keratose keine Asche. In der getrockneten Substanz wurde 
der Stickstoffgehalt nach Dumas bestimmt. 


0,1387 g Substanz gaben 18,1 cem N bei 752 mm und 20°. 
Das sind N = 14,95 °/.. 


2. Darstellung der Protokeratose. Aus dem alko- 
holischen Filtrat der Heterokeratose wurde die Protokeratose 
nach den Angaben Picks wie folgt isoliert: Nach dem Ein- 
dampfen der alkoholischen Lisung im Vakuum wurde der 
Riickstand vollstindig getrocknet und in heiBem Wasser gelést. 
Die Lésung reagierte alkalisch, und es wurde aus ihr nach 
dem Neutralisieren mit verdiinnter Schwefelsiure die Proto- 
keratose durch 0,35-Sattigung mit Ammoniumsulfat gefiallt. 
Die abfiltrierte Keratose wurde zur Befreiung von der an- 
haftenden Salzlésung auf einem Tonteller gut abgepreBt und 
in wenig Wasser gelést. Durch die bereits vorhin beschriebene 
Barium- und Ammoniumcarbonatfaillung erzielten wir véllige 
Entfernung der Schwefelsiure. Das erhaltene Filtrat wurde 
aufgekocht und dann auf dem Wasserbade zur Sirupdicke 
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eingeengt. Dieser Sirup wurde in wenig 95°/,igem Alkohol 
aufgenommen und mit 2 Tropfen LEisessig versetzt in einen 
Uberschu8 absoluten Alkohols unter Rihren tropfenweise ein- 
getragen. Die Protokeratose schied sich in groBen, weifen 
Flocken aus, die abfiltriert und mit Alkohol und Ather nach- 
gewaschen wurden. Die Liésung der Protokeratose und Fallung 
aus Alkohol in der beschriebenen Weise wurde noch zweimal 
wiederholt. Das schlieBlich erhaltene reine Produkt stellte 
nach dem Trocknen im Vakuum ein weifes Pulver dar. 

Wie Pick beobachteten wir ebenfalls, daB selbst bei An- 
wendung des gréBten Alkoholiiberschusses ein nicht unbetracht- 
licher Teil Protokeratose der Ausfallung entgeht. Wir engten 
daher die vereinigten alkoholischen Filtrate stark ein und 
konnten durch Fallung mit Atheralkohol den gréBten Teil der 
vorher entgangenen Protokeratose gewinnen. 

Die weiBe, getrocknete Protokeratose war fast véllig asche- 
frei, und es wurde ibr Stickstoffgehalt nach Dumas bestimmt. 
0,4000 g Substanz gaben 47,7 com N bei 749,5 mm und 19%. 

Das sind N = 13,73°/,. 


b) Keratosefraktion II. 


Die durch 0,62-Ammoniumsulfatsittigung gewonnene 
Fraktion — die Deuterokeratose A darstellend — wurde nach 
dem Abpressen auf Tontellern in heiBem Wasser gelést') und 
um die Reste der ,,primiaren“ Keratosen abzuscheiden, mit 
Ammoniumsulfat zu 0,35 gesiattigt. Nach dem Abfiltrieren 
dieser gefallten Reste wurde die I]. Fraktion wieder durch 
0,62-Sattigung ausgeschieden. Dieses Reinigungsverfahren 
wiederholten wir so lange, bis bei der 0,35-Siattigung keine 
Fallung mehr erfolgte. 

Pick trennte die Deuteroalbumose A des Witteschex 
Peptons durch Zusatz des gleichen Volumen 95°/, igen Alko- 
hols zu ihrer waBrigen Lésung in einen alkohol-fallbaren und 
-léslichen Teil. Die Deuterokeratose A konnten wir erst bei 





') Um Verluste zu vermeiden, die durch Verschiebung der Fallungs- 
grenzen eintreten kénnten, hielten wir die Konzentration der Keratose- 
lésung stets ungefahr der der Ausgangslésung gleich. 
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weit héherer Alkoholkonzentration in 2 Teile zerlegen. Vor 
den dazu notwendigen Manipulationen befreiten wir jedoch 
erst die Lésung der bei der letzten Ammoniumsulfatumfallung 
erhaltenen F'raktion II von dem anhaftenden Ammoniumsulfat 
durch die beschriebene Fiallung mit Bariumacetat und Am- 
moniumcarbonat und engten das dabei zuriickbleibende Filtrat 
auf dem Wasserbade ein. 

1. Darstellung der alkoholfallbaren Deuterokera- 
tose AJ. Durch Vorversuche wurde ermittelt, daB aus der 
Lésung der Deuterokeratose A bei einer Alkoholkonzentration 
von etwa 60°/, ein erster Anteil ausgefallt werden konnte. 
DemgemiB setzten wir zu dem eingeengten Filtrat soviel 
Alkohol zu, daB der Gehalt daran 60°/, betrug und fallten 
damit die Deuterokeratose AI in weiBen Flocken aus, die nach 
langerem Stehen fest an den GefaBwiinden hafteten und sich 
gut abfiltrieren lieBen. Das Filtrat war gelbbraun gefirbt 
und enthielt den zweiten alkoholléslichen Teil der Deutero- 
keratose. Die abfiltrierte erste Teilfraktion wurde gelést und 
wieder durch 60°/, Alkoholzusatz ausgefallt. Diese Reinigung 


wiederholten wir dreimal und wuschen beim letztenmal aut 


dem Filter den weiBen Riickstand gut mit absolutem Alkohol 
und Ather aus. Nach dem sorgfiltigen Trocknen im Vakuum 
tiber Schwefelsiure und bei 105° blieb die alkoholfallbare 
Deuterokeratose Al als schneeweibes Pulver zuriick. Die 
trockene Substanz war aschefrei, der Stickstoffgehalt wurde 
nach Dumas bestimmt. 

0,0996 g Substanz gaben 14,0 cem N bei 750 mm und 16°. 

Das sind N = 16,09°/,. 

2. Darstellung der alkoholléslichen Deuterokera- 
tose All. Aus dem alkoholischen Filtrat der Keratose A | 
wurde der Alkohol abdestilliert und die zuriickbleibende wiaBrige 
Lésung nochmals auf eine Konzentration an Alkohol von 
etwa 65°/, gebracht. Da sich nichts ausschied, war der alkohol- 
fillbare Anteil also véllig entfernt. Nach dem erneuten Ab- 
destillieren des Alkohols wurde die Lésung auf dem Wasser- 
bade stark eingeengt und mit wenig Alkohol aufgenommen 
und 2 Tropfen EKisessig versetzt, langsam unter Riihren in 
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einen Uberschu8 absoluten Alkohols eingetragen. Der zweite 
Anteil der Deuterokeratose A schied sich als weiBer Nieder- 
schlag aus und konnte nach nochmaligem Umfillen aus Al- 
kohol gut abfiltriert werden. Nach dem Auswaschen mit 
Alkohol und Ather, Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiure 
und bei 105°, hinterblieb die Keratose AII als weiBes Pulver, 
das fast aschefrei war und nach Dumas bestimmt folgenden 
Stickstoffgehalt aufwies: 

0,1233 g Substanz gaben 22,2 cem N bei 752 mm und 17°. 

Das sind N = 15,00°/,. 


c) Keratosefraktion III. 


Die durch Ganzsiattigung mit Ammoniumsulfat abgeschie- 
denen griingelblichen Kliimpchen, die Deuterokeratosefraktion B 
darstellend, wurden in Wasser gelést und zwecks Abscheidung 
der eventuell anhaftenden Reste der Fraktionen I und II zu 
0,62 mit Ammoniumsulfat gesittigt; das erhaltene Filtrat wurde 
nach Ganzsattigung noch einmal diesem Reinigungsverfahren 
unterzogen und die nach der letzten Ganzsittigung erhaltene 
wiBrige Lésung der Keratosefraktion III in der friiher be- 
schriebenen Weise von dem anhaftenden schwefelsauren Salz 
befreit. 

Pick trenute die Gesamtfraktion der Deuteroalbumose B 
durch Alkoholfaillung in 3 Anteile: BI, BIL und BIII. Unsere 
Keratosefraktion B lieB sich nur in 2 Anteile zerlegen. Auf 
Zusatz des gleichen Volumen 95°/, igen Alkohols trat keine 
Fallung ein, die Keratose BI fehlte also. 

1. Darstellung der Deuterokeratose BII. Dagegen 
erzielten wir eine voluminése Abscheidung eines Fraktions- 
anteils, wenn wir die salzfreie Lésung der Gesamtfraktion III 
bis zu einem Gehalt von 85°/, mit absolutem Alkohol ver- 
setzten. Diese ausgeschiedene Keratose BII setzte sich fest 
an den Glaswinden ab und sah schmutzig-weiB aus. Das 
alkoholische Filtrat enthielt den Anteil BIII. Die abfiltrierte 
Fraktion BIT wurde durch mehrfaches Liésen in Wasser und 
Umfallen mit Alkohol gereinigt und sah nach dem Auswaschen 
der letzten Fallung mit Alkohol und Ather und dem Trocknen 
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‘im Vakuum und bei 105° schén weiB aus. Sie war aschetrei 
und besaB folgenden Stickstoffgehalt: 

0,0750 g Substanz gaben 10,7 ccm N bei 748 mm und 19°. 

Das sind N = 16,1°/,. 

2. Darstellung der Deuterokeratose BIII. Das 
nach Ausfallung der Fraktion B II zuriickbleibende alkoholische 
Filtrat wurde zur Trockne eingedampft, in Wasser gelést und 
nochmals mit Alkohol bis zu einer etwa 85°/, igen Konzen- 
tration versetzt. Da sich nichts mehr ausschied, wurde Alkohol 
in groBem Uberschu8 hinzugegeben und so die Abscheidung 
des Anteils BIII in weiBen Flocken bewirkt. Diese wurden 
auf dem Filter gesammelt und in sehr wenig Wasser gelist. 
Mit 2 Tropfen Essigsiure versetzt, durch langsames EKingieBen 
unter Rithren in absoluten Alkohol wurde die Keratose B II] 
nochmals gefallt und sah nach dem Trocknen iiber Schwefel- 
siure im Vakuum und bei 105° weiB aus. Die getrocknete Sub- 
stanz war fast aschefrei und enthielt — nach Dumas analy- 
siert — folgende Stickstoffmenge: 

0,2745 g Substanz gaben 33,1 cem N bei 751,6 mm und 19°. 


Das sind N = 13,91°/,. 


d) Keratosefraktion IV. 


Die Fraktion IV — die Deuterokeratose C enthaltend — 
wurde in Wasser gelést, neutralisiert und zur Abscheidung der 
mitgerissenen anderen Keratosen noch einmal ganz mit Am- 
moniumsulfat gesattigt, dann mit Sdéure aus dem salzgesittigten 
Filtrats wie vorhin abgeschieden. Dieses Reinigungsverfahren 
wurde so lange wiederholt, bis bei der Ganzsiattigung die 
Lésung klar blieb. Die wiaBrige Lésung der abfiltrierten 
Keratose lieB sich durch Alkoholzusatz nicht in Anteile zer- 
legen; erst bei einem sehr groBen Alkoholiiberschu8 trat eine 
Tribung ein. SBevor wir die Keratose C endgiiltig aus einem 
AlkoholiiberschuB faliten, befreiten wir sie von dem anhaftenden 
Sulfat in der itiblichen Weise durch Barytfallung. Das ge- 
wonnene salzfreie Filtrat wurde auf dem Wasserbade stark 
eingeengt und mit 2 Tropfen Eisessig versetzt, unter Riihren 
in absoluten Alkohol eingetragen. Die ausgefallte reine 
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Deuterokeratose C stellte nach dem Abfiltrieren, Waschen und 
Trocknen ein weiBes, leichtes Pulver dar, welches aschefrei 
war und folgenden Stickstoffgehalt aufwies: 

0,1166 g Substanz gaben 14,60 cem N bei 762 mm und 15°. 

Das sind N = 14,60°/,. 


III. Verhalten der einzelnen Keratosen gegen EiweiBreaktionen. 


Wir untersuchten die Reaktionen der isolierten Keratosen 
und geben sie nachfolgend an. Als Vergleich enthalten die 
Zusammenstellungen die entsprechenden Reaktionen der von 
Pick dargestellten verschiedenen Albumosen des Witteschen 
Peptons. 

a) Heterokeratose. 


Die Heterokeratose ist in kaltem, salzfreien Wasser fast 
unléslich. In heiBem Wasser entsteht eine schwach getriibte 
Lésung: die Triibung wird beim Erkalten stirker. Gegen 
Reagenzien zeigte diese Keratose in einer etwa 5°/, igen Liésung 
untersucht, folgendes Verhalten. 





Heteroalbumose 


Heterokeratose 
Biuretreaktion vorhanden vorhanden 
Millons Reaktion nur Gelbfairbung sehr schwach 
Molischsche Reakt. . sehr schwach fehlt 
Adamkiewicz Reakt. fehlt is 
Verd. Essigsiure bewirkt Klarung bewirkt Klarung 
Kupfersulfatlésung. Fillung Fallang 
Quecks.-Chloridisg. . om — * 
Xanthoproteinreaktion vorhanden vorhanden 


Schwefelbleiprobe . 
Verd. Salpetersiure 


ganz schwache Braiunung 


geringe Triibun tropfenw. zugesetzt: 
g g £ p g 


flockige Abscheidung 
Trichloressigsiure . . Fallung Fallung 
Pikrinsiure me a 


Phosphorwolframsiure ” =" 
Verh. gegen Alkohol . | unldsl. in 75°/,ig. Alkohol| unl. in 32°/, ig. Alkoh. 








Die Heterokeratose weicht in ihren Reaktionen von der 
Heteroalbumose wesentlich nur im Verhalten gegen Alkohol ab. 
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b) Protokeratose. 





Die Protokeratose ist in kaltem und heiBem Wasser gleich 
gut léslich. Allerdings triiben sich ihre Lésungen bei starker 


Konzentration nach lingerem Stehen. 


Lésung gab folgende Reaktionen: 


Kine etwa 5°/, ige 





Biuretreaktion 
Millons Reaktion . 
Molischsche Probe . 
Adamkiewicz’ Reakt. 
Xanthoproteinreaktion 
Schwefelbleiprobe . 
Verd. Essigsiure 
Kupfersulfatlésung 
Quecks.-Chloridlsg. 
Verd. Salpetersiure 
Trichloressigsiure . 
Pikrinsiiure 
Phosphorwolframsiiure 
Verh. gegen Alkohol . 





Protokeratose 


vorhanden 
positiv 
fast negativ 
schwach vorhanden 
vorhanden 
schwache Braunung 
klar 
Triibung 
Fallung 
klar 
Fallung 
99 


33 


lésl. in 80—95%), ig. Alkoh. 





Protoalbumose 


vorhanden 
stark positiv 
fehlt 
schwach vorhanden 
vorhanden 
”? 
klar 
Triibung 
voriibergeh. Triibung 
Fallung 


lésl. in 80°), ig. Alkob. 


Das reaktionelle Verhalten der Protokeratose stimmt fast 
ganz mit dem der Protoalbumose iiberein. 





Biuretreaktion . 
Millons Reaktion 
Molischsche Probe . 
Adamkiewicz’ Reakt. 


Xanthoproteinreaktion 
Schwefelbleiprobe . 
Kupfersulfatlésung 
Quecks.-Chloridlsg. 
Trichloressigsiure . 
Pikrinsiure . 
Phosphorwolframsiure 
Verh. gegen Alkohol . 





Deuterokeratose A I 
vorhanden 
sechwach vorhanden 


fast negativ 
schwach positiv 


vorhanden 
stark positiv 
Triibung 
Fallung 
Triibung 
Fallung 
fiillbar durch 60—70°/, Al- 
kohol 





Deuteroalbumose A I 
(Thioalbumose) 


vorhanden 
9? 

sehr schwach vorhand. 
(Bei Kalischmelze: In- 

dolgeruch) 

vorhanden 

stark positiv 
Triibung 


Fallung 


39 


fillbar durch 60—70° , 
Alkohol 
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c) Deuterokeratose AI. 


Die Deuterokeratose AI war sehr leicht in warmem und 
kaltem Wasser léslich. Ihre Liésungen blieben klar und zeigten 
gegen Reagenzien vorstehendes Verhalten: 

Die Reaktionen der Keratose AI sind mit denen der ent- 
sprechenden Albumose identisch. 


d) Deuterokeratose A II. 


Die Lisungsverhiltnisse dieser Keratose stimmten mit 
denen der vorigen iiberein. Die Keratose gab folgende Reak- 
tionen: 





Deuterokeratose A II Deuteroalbumose A II 


Biuretreaktion . vorhanden vorhanden 
Millons Reaktion stark vorhanden stark vorhanden 
Molischsche Probe fehlt fehlt 


Adamkiewiezsche 





schwach positiv 





(Bei Kalischmelze : Indol- 


Reaktion . : geruch) 
Xanthoproteinreaktion vorhanden vorhanden 
Schwefelbleiprobe schwach vorhanden 9 
Kupfersulfatlésung starke Triibung Triibung 
Quecksilberchloridlsg. Fiillung _— 
‘Trichloressigsiiure ., Fillung 
Pikrinsiiure . 

Phosphorwolframsiure _ ” 
Verh. gegen Alkohol | lisl. in 70°/,igem Al- | 1lésl. in 70°/,igem Alkohol 
kohol 


Die Reaktionen beider Proteosen stimmen ebenfalls gut 


iiberein. 


e) Deute rokeratose BIL. 


In heiBem und kaltem Wasser liste sich die Keratose B II 
klar auf und zeigte in dieser Lésung das folgende reaktionelle 


Verhalten: 


Die Deuterokeratose BII ist erst bei einer 85°/,igen 
Alkoholkonzentration fallbar; in den tibrigen Reaktionen stimmt 
sie mit der Glykoalbumose iiberein: 






x 
fe 
=H 
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. Deuteroalbumose B II 
Deuterokeratose B II (Glykoalbumose) 
Biuretreaktion vorhanden vorhanden 


Millons Reaktion 
Molischsche Probe 
Adamkiewicezsche 
Reaktion . ; 
Xanthoproteinreaktion 
Schwefelbleiprobe 
Kupfersulfatlésung . 
Quecksilberchloridlsg. 
Trichloressigsiure 
Pikrinsaure . ; 
Phosphorwolframsiure 
Verh. gegen Alkohol 





schwach vorhanden 
sehr stark positiv 
fast negativ 


vorhanden 
fast negativ 
klar 
Triibung 
Fillung 


>? 


9 
fillbar durch 85°/, igem 
Alkohol 





sehr stark positiv 
(Bei Kalischmelze schwa- 
eher Indolgeruch) 
vorhanden 


” 


klar 


Fallung 


9 


fallbar durch 60—70°/, 
Alkohol 


f) Deuterokeratose BIII. 


Diese Keratose hatte die gleichen Léslichkeitsverhiltnisse 


wie die vorige und 


zeigte folgendes 


Verhalten zu den 





Reagenzien: 
Deuterokeratose C Deuteroalbumose C 

Biuretreaktion . vorhanden vorhanden 
Millons Reaktion ie Ms 
Molischsche Probe fast negativ fehlt 
Adamkiewiczsche positiv (Bei Kalischmelze starker 

reaktion , Indolgeruch) 
Xanthoproteinreaktion vorhanden vorhanden 
Schwefelbleiprobe fast negativ fehlt 
Kupfersulfatlésung . klar klar 
Quecksilberchloridlsg. Triibung — 
Trichloressigsiure klar -- 
Pikrinsiiure . Fallung Fallung 


Phosphorwolframsiure 
Verh. gegen Alkohol 








” 
lésl. in 80°/,igem Al- 
kohol 





” é 
lésl. in 80°/,igem Al- 
kohol 


Die Reaktionen dieser Keratose sind fast die gleichen der 
entsprechenden Albumose. 
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g) Deuterokeratose C. 
Die Deuterokeratose C léste sich sehr leicht in kaltem 
und heiBbem Wasser. Ihre Reaktionen, die gut mit denen der 
Deuteroalbumose C iibereinstimmen, waren folgende: 





Deuterokeratose C Deuteroalbumose C 
Biuretreaktion. . . vorhanden vorhanden 
Millons Reaktion . fast negativ sehr schwach vorhanden 
Molischsche Probe a ¥ fehlt 
Adamkiewiezsche ms r (Bei Kalischmelze fehlt 
Reaktion. . . . Indolgeruch oder tritt 
sehr schwach auf) 
Xanthoproteinreaktion vorhanden vorhanden 
Sehwefelbleiprobe . fehit fehlt 
Kupfersulfatlésung . klar klar 
(Juecksilberchlorid!sg. schwache Triibung — 
Trichloressigsiure . klar Opaleszenz 
Pikrinsiure. . . . Triibung Fallung 
Phosphorwolframsiure “ ” 
Verh. gegen Alkohol |lésl. in 80—90°/,igem]lésl. in 76—80°/, igem 
Alkohol Alkohol 








Der besseren Ubersicht wegen stellen wir die Reaktions- 
ergebnisse der dargestellten Keratosen in der folgenden Tabelle 
(S. 276) zusammen. 


Wie aus der vorstehenden Tabelle ersichtlich, besitzen 
alle Keratosen eine groBe Alkoholléslichkeit. Die Kohlehydrat 
gruppe — erkennbar durch die Molischsche Reaktion — ist 
besonders angereichert in der Keratose BII, die entsprechend 
der ebenfalls an dieser Gruppe reichen ,,Glykoalbumose“ als 
 Glykokeratose“ anzusprechen ist. Schwefelreich ist die Deutero- 
keratose AJ, die daher auch als ,,Thiokeratose“ zu bezeichnen 
ware. Durch einen starken Gehalt an aromatischen Gruppen, 
die sich durch den Ausfall der Millonschen, Adamkiewicz- 
schen und der Xanthoproteinreaktion kundgeben, sind vor allem 
die Protokeratose und die Deuterokeratosen A II und BIII aus- 
gezeichnet. 


Dresden, am 20. November 1922. 
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Ta belle. 








Hetero- 
keratose 
Proto- 
keratose 
Deutero- 
keratose A I 


Deutero- 
keratose A II 


Deutero- 
keratose B II 


Deutero- 
keratose B III 
Deutero- 
keratose C 





Biuret- 
reaktion 
positiv 
positiv 


positiv 


positiv 


positiv 


positiv 


positiv 


Millons 
Reaktion 


Nur Gelb- 
farbung 
positiv 


schwach 
positiv 


stark 
positiv 
schwach 
positiv 


positiv 


fast 
negativ 





Adam- 
kiewicz- 
sche 
Reaktion 


fehlt 


schwach 
positiv 

schwach 
positiv 


schwach 
positiv 
fast 
negativ 


fast 
negativ 








Xantho- 
protein- 
Reaktion 


positiv 
positiv 


positiv 


positiv 


positiv 


positiv 


positiv 


Mo- 
lisch- 
sche 
Zucker- 
probe 


sehr schw. 
positiv 
fast 
negativ 
fast 
negativ 


negativ 


stark 
positiv 


fast 
negativ 

fast 
negativ 








Schwefel- 
bleireaktion 


schwache 
Briunung 


schwache 
Braunung 


stark 
positiv 


schwache 
Briunung 


fast 
negativ 


fast 
negatiy 


negativ 





Kupfer- 
sulfat- 
losung 


Fillung 
Triibung 


Triibung 


Triibung 


klar ~ 


klar 


klar 





Alkaloid- 
reagen- 
tien 


Fallung 
Fiilluog 


Fillung 


Fillung 


Fallung 


Fallung 


Triibung 





Verhalten 


gegen 
Alkohol 


unlésl, in 75°/,- 
igem Alkohol 
lésl. in 80—95"/,- 
igem Alkohol | 
fillbar durch 60 | 
bis 70°/, I 
Alkohol 
léslich in 70°/,- 
igem Alkohol 
fillbar durch 
85°/,igen Al- 
kohol 
léslich in 85°/,- 
igem Alkohol 
léslich in 80 bis 
90°/,igem Al- 
kohol 











Von 


A. Windaus und Th. Riemann. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaéts-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Dezember 1922.) 


Auf Grund seiner Arbeiten erteilt Wieland?) den beiden 


aus Cholsaure (I) gebildeten isomeren Siéuren C,,H,,0,, der 


Biliansiure und der Iso-biliansiure die Formeln II 











und III 
C,,H,,(OH) | COOH C,,Hyg0 | COOH 
| ) | 
CH C ; 
a HOO¢ G——CH, 
| | | | | 
HOHC HC CHOH HOOC HC CO 
Pili iad ie dh al 
CH, OH, GH, OH, 
I Cholsiiure C,,H,,0, Il Bilianséiure C,,H,,O, 
C,,H,,0 | COOH 
| J 
CH f/f 


i ie a 
a 

| | 
HOOC HC CO 


Pia ds 
HOOC CH, 
Ill Iso-biliansiure C,,H,,O, 


Aus diesen beiden Siuren haben Borsche und Hallwa8?) 
die carbonylfreien Saiuren bereitet, die Litho-biliansaure (IV) 
und die Iso-litho-biliansiure (V), denen beiden die Formel 


C,,H,,0, zukommt. Wéahrend die Litho-biliansiure 


‘) Diese Zs. Bd. 108, S. 315 (1919). 
*) Chem. Ber. Bd. 55, S. 3328 (1922). 


Uberfithrung von Koprosterin in Iso-litho-biliansaure. 
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vorher von Wieland?) aus der Litho-cholsiure dargestellt 
worden war, war die I[so-litho-biliansiure noch unbekannt. 











C,,H,, } COOH C,H; } COOH 
| - | wee 
CH CH rs 
Pt et 
COOH G-—CH, H,C G——OH, 
| | | | | 
COOH HC CH, HOOC HC CH, 
P i oll Fal 
GH, UH, HooG§ 3=.:«s OH, 
IV Litho-bilians#ure V_ Iso-litho-biliansiure 
CH 
‘ H. H 8 
Ci, 25 i i 8CH< op! 
mee -~ 
CH 7 


a 3 
H,C C———CH, 
| | | 
H,C* HC CH, 
5 a 
CHOH CH, 
VI Koprosterin 


Wenn man die Wielandsche Forme] der Iso-litho- 
biliansaure (V) mit der Windausschen Formel fiir das 
Koprosterin (VI) vergleicht, erkennt man, da8 es verhiltnis- 
miBig leicht gelingen sollte vom Koprosterin zur Iso-litho- 
biliansiure zu gelangen; es ist dazu nur notig die Bindung 
zwischen Kohlenstoffatom 3 und 4 oxydativ aufzuspalten und 
in der so gebildeten Dicarbonsiéure C,,H,,0, (VII) die Iso- 
butylgruppe durch die Carboxylgruppe zu ersetzen. 


: H 
C4H,s|CH,CH< GR" 
| ip 


CH 





H,C C-——CH, 
| | | 
HOOC HC CH, 
oa 
HOOC CH, 
VII Siure C,,H,,0, aus Koprosterin 





1) Diese Zs. Bd. 110, S. 123 (1920). 








Wir haben diese Versuche durchgefiihrt und sind dabei 
entsprechend unseren Erwartungen’) zur [so-litho-biliansiure (V) 
gelangt. Dieses Resultat ist bemerkenswert; es beweist zu- 
nichst die Brauchbarkeit der fiir Koprosterin und Iso-litho- 
biliansiure aufgestellten Formeln, die es gestattet haben einen 
tatsiichlich vorhandenen Zusammenhang vorauszusagen; es be- 
weist ferner, daB es derselbe Ring I ist, der im Koprosterin 
die Hydroxylgruppe tragt und bei der Bildung der Iso-bilian- 
siure aufgesprengt wird. 


Die fiir unsere Versuche als Ausgangsmaterial dienende 
Saure C,,H,,0, aus Koprosterin (VII) ist schon von Gardner 
und Godden?) sowie von Windaus’) beschrieben worden; sie 
schmilzt bei 249°. Kine Lésung von 4g dieser Saure in 
80 ccm heiBem EHisessig wurde im Laufe von 10 Stunden mit 
emer Liésung von 8 g Chromsiure-anhydrid in wenig konzen- 
trierte Essigsiure versetzt und auf dem siedenden Wasserbad 
erhitzt. Durch Verwendung des groBen Uberschusses an 
Oxydationsmittel vermeidet man, daB eine gréBere Menge der 
Dicarbonsiure C,,H,,0O, unangegriffen bleibt. Nach beendigter 
Oxydation wurde mit einer wa&Brigen Loésung von Schwefel- 
dioxyd versetzt, mit Wasser verdiinnt und mit Ather dreimal 
ausgeschiittelt. Wihrend der Ather die unangegriffene Di- 
carbonsaure vollstandig aufnahm, blieb ein wesentlicher Teil 
der gebildeten Oxydationsprodukte in der griinen, verdiinnten 
essigsauren Lésung (siehe unten) zuriick. Die Weiterverarbeitung 
geschah folgendermaBen: 

Die atherische Lésung wurde zur Trockne eingedampft, 
der schwach griin gefarbte Riickstand wurde in 10 °/, iger Kali- 
lauge gelést und mit 25°/,iger Natronlauge versetzt; dabei 
schied sich das in konzentrierter Natronlauge fast unldsliche 
Natriumsalz der unangegriffenen Dicarbonsiure aus; aus dem 
Filtrat des Salzes wurde durch Ansiuern und Atherextraktion 


4) Diese Zs. Bd. 117, S. 152 (1921). 
7) Biochem. Jl. Bd 7, S. 590 (1913). 
*) Chem. Ber. Bd. 49, S. 1732 (1916). 
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ein krystallinisches Siiuregemisch gewonnen, das sich schwer in 
seine Bestandteile zerlegen lieB. 

Die griine verdiinnte essigsaure Lisung wurde ein- 
gedampft, der Riickstand wurde mit 10°/, iger Kalilauge er- 
warmt, bis sich das Chromhydroxyd vollstandig abgeschieden 
hatte; es wurde abfiltriert, die schwach gelbliche Lésung, die 
mit 25°/,iger Natronlauge keine Fiallung gab, wurde an- 
gesiuert und wiederholt mit Ather extrahiert. Boim Ver- 
dunsten hinterlieB die itherische Lésung einen Riickstand, der 
aus wenig HKisessig umkrystallisiert wurde; die so erhaltenen 
Krystalldrusen schmolzen bei 262°. ebenso wie die Iso-litho- 
biliansiure und stimmten auch in den ibrigen Eigenschaften 
mit diesen iiberein. 

0,0309 g Substanz verbrauchten 2,30 cem n/10-Lauge. 

C2,H;,0, (dreibasisch) Aquivalentgewicht Ber. 141 Gef. 134. 

Zur sicheren Identifizierung wurde der charakteristische 
Trimethylester bereitet. 0,1 g der Siure vom Schmelz- 
punkt 262° wurden mit einer itherischen Diazomethan-Lisung 
versetzt; nach dem Verdunsten des Athers hinterblieb ein 
schwach gelblicher Riickstand, der in méglichst wenig Methy]- 
alkohol gelést wurde; nach kurzer Zeit setzte diese Lésung 
schéne, lange Nadeln ab, die nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Methylalkohol konstant bei 104° schmolzen und mit 
dem ebenso schmelzenden I[so-litho-biliansiure-trimethylester 
von Borsche und HallwaB}) keine Schmelzpunktserniedrigung 


gaben. 
2,456 ¢ Substanz gaben 6,265 mg CO, und 2,16 mg H,0. 
C.,H,,0; Ber. C 69,78 °/, H 9,55 °%, 
Gef. ,, 69,61 » 9,83 


Die Identitat der Saure C,,H,,O, mit der Iso-litho-bilian- 
siiure ist also erwiesen. 


1) a. a. O. 
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Kurt H. Meyer und Heinr. Hopff. a 


Mit 1 Figur im Text. 


4 
: Der Redaktion zugegangen am 7. Dezember 1{22. a 
e 
g : Vor einiger Zeit hat der eine von uns gemeinsam mit | 
. : Hans Gottlieb-Billroth?) die narkotische Wirksamkeit einer 4 
q . Reihe von Inhalationsanisthetika untersucht und mit ihren Al 
g ; Loslichkeitskoffizienten (Absorptionskoeffizienten) in lipoiden : 
% . Substanzen verglichen. Wir fanden damals eine genaue Pro- 
mn ie portionalitit zwischen narkotischer Wirksamkeit und Léslich- 
- 7 keitskoeffizient; es ergab sich rein experimentell das einfache 
ig : Resultat, daB ,,chemisch indifferente Inhalationsaniisthetika 


dann auf Miuse narkotisch wirken, wenn sie in solchen Kon- 
zentrationen eingeatmet werden, daB sich in den fettihnlichen 
Hirnlipoiden ein Gehalt von 0,06 Molen pro Liter einstellt*. 
Wir haben damals nur Gase und Dimpfe untersucht, 
“a 7 deren Léslichkeit in Ol, das als Modell eines Lipoids an- 
—  gewandt wurde, gré8er als diejenige des Stickoxyduls war und 
die dementsprechend schon in geringerer Konzentration narko- 
tisch wirksam waren. 

Es erschien uns nun von Interesse zu priifen, ob auch 
(rase von geringerer Léslichkeit als Stickoxydul sich unter die 
von uns aufgefundene GesetzmiBigkeit einordnen. Sie muBten 


e 
Be 





') Diese Zs. Bd. 112, S. 55 (1920). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXXVI, 19 
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nach unserer Erfahrung narkotisch wirken, falls man datiir 
sorgte, daB sich in den Lipoiden die kritische Molarkonzen- 
tration von 0,06 Mol pro Liter einstellte. Dies muBte durch 
Krhéhung des Druckes ohne weiteres méglich sein. 


Versuche mit Methan. 


Als Beispiel eines chemisch indifferenten Gases, das einer- 
seits keine besonderen Giftwirkungen zeigt und dessen chemische 
Konstitution eine gewisse Léslichkeit in Lipoiden erwarten 
laBt, wihlten wir das Methan. 

Wir bestimmten, genau wie in der friiheren Arbeit, einer- 
seits die zur Narkose notwendige Konzentration in der Atem- 
luft, andererseits die Léslichkeit des Gases in Olivend] und 
berechneten aus beiden Ergebnissen diejenige molare Kon- 
zentration an Methan, die sich im Moment der Narkose in 
den fettihnlichen Lipoiden einstellt. 

Zunichst stellten wir Versuche mit einem Gemisch von 
80°/, Methan und 20°/, Sauerstoff bei Atmospharendruck an. 
Wir konnten dabei altere Angaben iiber _,,rauschihnliche“ 
Wirkungen des Methans nicht bestitigen; vielmehr blieben 
Miuse stundenlang ginzlich unbeeinfluBt. 


Zu diesen, wie den folgenden Versuchen, benutzten wir Methan, 
welches wir aus Aluminiumcarbid mit Wasser herstellten und durch 
Natronlauge wuschen. Das im Handel befindliche komprimierte Methan 
enthilt eine giftige Beimengung, méglicherweise geringe Mengen Kohlen- 
oxyd und ist daher fiir biologische Versuche nicht zu brauchen. 

Wir gingen nun zu Versuchen unter Druck iiber, die wir 
in einer von Herrn H. Bart in Heidelberg freundlichst zur 
Verfiigung gestellten Apparatur ausfihrten, wofir wir ihm 
unseren aufrichtigen Dank sagen méchten. Die Tiere befanden 
sich in einem zylindrischen, etwa 300 ccm fassenden dick- 
wandigen und auf Druck gepriiften GlasgefiB, das oben und 
unten durch Metalldeckel druckfest verschlossen werden konnte; 
die Deckel trugen Rohre zum Manometer und zur Kompressions- 
pumpe. Die Tiere wurden in das mit Luft gefiillte Gefiib 
gesetzt, dieses verschlossen und nunmehr durch einen kleinen 
Handkompressor Methan aus einem Gasometer hineingepum)t. 
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Der abgelesene Uberdruck ist dann gleich dem Partialdrucke 
des Methans. 
































Abgelesener i 
2 Oberdruck q 
Zeit in Atm. = : 
Partialdruck Fr 
Min. des Methans ' 
I. Maus, kleines Exemplar. | 
2 1,5 Keine Symptome q 
3 2,5 Taumeln i 
5 3 Liegt auf dem Riicken, zappelt beim Schiitteln : 
des GefiBes 
7 3,5 Narkose, Reflexe kaum wahrnehmbar ; 
.) 4 Tiefe Narkose, reflexlos ft 
10 2,5 Narkose, Atmung sehr verlangsamt . 
i4 0) Aus dem GefiB genommen, in einigen Mi- ‘ 
nuten erholt 
Il. Maus, kriftiges Exemplar. ‘if 
4 2,5 Taumeln 
6 3 ” i: 
8 3.5 Verstiirktes Taumeln } 
9 4 Riickenlage, schwache Reflexe ; 
10 4,5 Narkose, reflexlos : 
i1 2.5 Erwacht 
14 0 Aus dem Gefi8 genommen, kriecht schnell 
heraus 
III. Frosch, esculenta. 
6 5 Keine Wirkung 
7 6 Trige Bewegung, laBt sich in Riickenlage 
bringen ‘ 
8 7,6 Narkose, bewegt sich beim Schiitteln t 
12 7,6 Tiefe Narkose, reflexlos 
15 — Im Laufe von 3 Minuten wnrde der Druck | 
abgelassen und das betiubte Tier heraus- i 
. genommen. MHautreflexe erloschen; nach 
| 2 Minnten wieder erwacht und munter 
Methan ist also in einer Konzentration von 3,5—4 Atm. 


; tir Mause narkotisch, fiir Frésche in unserem Falle bei 7 bis 
8 Atm.; man braucht also hier die doppelte Konzentration an 
a Narkotikum wie bei der Maus. 


Die Léslichkeit des Methans in Ol wurde nach der frither 
19* 
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beschriebenen Methode zu 0,54 bei 37° bestimmt, nach der 
friiher angegebenen Formel 
1 C 
“Liv = Fe * joo 
(Clip = die Konzentration in den fettihnlichen Lipoiden. 
R = 24 die Gaskonstante bei 20°, 
C = Gehalt der Luft bei 760 mm an Narkotikum in 
Volumprozenten, 
L = Léslichkeitskeeffizient) 


berechnet sich (C hier = 3700 entsprechend 3,7 Atm.) 


oh 


’ 1 370 i ; 
Clg a a 0,54 = 0,08 (Maus) 
und 
i 760 st . 
saa ee: ( ch) 
hig oe * ee 0,54 = 0,17 (Frosch). 


In den fettihnlichen Lipoiden der Maus sind also in 
Moment der Narkose 0,08 Mole Methan gelést. 

Die Tatsache, dab Frésche von Methan weniger leicht narkotisier: 
werden als Miiuse, scheint damit in Widersprueh zu stehen, daf Frisch: 
durch manche Narkotika, wie Ather, leichter betiubt werden als Miiuse. 
Wir fiihren dies auf die verschiedenen Temperaturkoeffizienten der Lds- 
lichkeit der angewandten Narkotika zuriick. Bei Ather zum Beispie! 
betragen die Ldslichkeitskoeffizienten in Ol bei 17° L = 110, bei 37 
L = 50.1) Ather dringt demnach bei 17° in 2,2 mal so hoher Konzen 
tration in die Lipoide ein, wie bei 37° und wird demnach bei einem 
Kaltbliiter wirksamer erscheinen als bei einem Warmbliiter. Dies wird 
selbst dann der Fall sein, wenn der Kaltbliiter zur Narkose cine erheb 
lich héhere (z. B. 1',.—2 mal so hohe) Konzentration in seinen Lipoiden 
braucht als der Warmbliiter, wenn er also in Wirklichkeit unempfind. 
licher ist als letzterer. Beim Methan dagegen ist der Unterschied der 
Léslichkeiten bei 17° und 387° ganz unbedeutend’*), so daB sich bei 
beiden Temperaturen bei gleicher Konzentration in der Atemluft auc! 
etwa gleiche Mengen in den Lipoiden lésen und somit das wenige: 
emptindliche Tier, der Kaltbliiter, auch weniger leicht betiiubt wird. 


Versuche mit Stickstoff. 
Wir gingen nunmehr zu Versuchen mit Stickstoff iiber, 
der bekanntlich eime zwar geringe, aber doch merkliche Lis- 





1) Diese Zs. Bd. 112, S. 62 (1920). 

*) Nach Carius, Liebigs Ann. der Chem. bd. 94, 8S. 132 (1855). 
ist der Léslichkeitskoeffizient von Methan in absolutem Alkohol be! 
17° = 0,48, bei 87° = 0,44. 
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lichkeit in Ol besitzt und bei dem daher nach unserer Meinung bei 
entsprechendem Druck narkotische Wirkungen zu erwarten waren. 

Die Lislichkeit des Stickstofis in Ol ist von Vernon” 
und spaiter von Quincke?) gemessen worden. Vernon fand 


den Léslichkeitskoeffizienten 0,05, Quincke, der mit einer é 
nicht sehr genauen Methode arbeitete, einen etwas geringeren. r 
Die Léslichkeit ist demnach etwa 30—50 mal so gering, als 
diejenige des Stickoxyduls, die bei 37° = 1,4, bei 18° = 1.63 ! 


hetrigt.”) 

Wir haben nun gepriift, ob man durch entsprechende Steige- 
rung des Druckes Narkose durch Stickstoff hervorrufen kann. 

Untersuchungen iiber die Kinwirkung von komprimierter 
Luft auf Tiere und Menschen sind hiaufig gemacht worden. 
Das Phanomen, das bei derartigen Beobachtungen am meisten 
auffallt, ist die Schidigung, welche beim Erniedrigen des 
Druckes eintritt und die offenbar mit der Blischenbildung zu- 
sammenhiingt, die durch die unter Druck gelésten und nun- 
mehr plétzlich entspannten Gase hervorgerufen wird. Lang- 
sames Ansteigen des Druckes scheint dagegen nicht zu Schadi- 
gungen oder irgendwelchen Erscheinungen zu fiihren. i 

Das oben erwiihnte Phinomen, die sogenannte Caisson- ; 
Krankheit muBten wir natiirlich bei unseren Versuchen so gut 
wie méglich ausschalten. Wir waren daher auf kleine Tiere 
angewlesen, bei denen sich der Gasaustausch schnell voll- 
ziehen kann. Ferner muBten wir Tiere mit verhiltnismaBig 
niedrigem Sauerstof{bediirfnis wihlen; denn es ist klar, daB 
der Sauerstoffgehalt der Luft sehr stark abnimmt, wenn man 
zu der Luft zunichst Stickstoff hinzupreBt und nunmehr das 4 
Gemenge von 1 Atm. Luft und vielen Atmosphiiren Stickstoff 
langsam entspannt. Wir benutzten deswegen hauptsiichlich : 


Eni cel 


kleime Amphibien. 
Apparatur. 
Als GefiB diente ein eisernes Rohr (vgl. die Abbildung) 
von 25 mm lichter Weite und 40 cm Linge, das an einem 
') Proc. Roy. Soc. Bd. 79, 366 (1907). 
*) Arch. f. exper. Pharm. Bd. 62, 464 (1910). 
*) Wieland, Arch. f. exper. Pathol. Bd. 92, S. 126 (1922). 
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Ende mit einem KonusverschluB verschlossen war, von welchem 
eine Leitung zu einem Manometer und zu einem AblaBventi! 
(Rossignolventil), ferner durch ein zweites Ventil zu einer Stick- 
stoffbombe fihrte, in welcher sich Stickstoff unter 150 Atm. 























Druck befand. Das andere Ende des Rohres war durch eine 
15 mm dicke geschliffene Glasscheibe verschlossen, die mit 
Hilfe einer Gummidichtung und einer entsprechenden Ver- 
schraubung dicht aufgesetzt werden konnte. Das Rohr war 
vor dem Versuch auf einen Druck von 250 Atm. gepriiti 
worden. Die im Rohr befindlichen Tiere konnten durch einen 
Augenspiegel beobachtet werden. Zur besseren .Sicht war das 
Rohr innen mit weiBem glattem Papier ausgelegt. Durch 
Offnen des mit der Stickstoffbombe verbundenen Gaseintritts- 
ventils wurde der Druck gegeben, abgelassen durch das Ab- 
laBventil. 
Versuchsresultate. 

In unseren ersten Versuchen haben wir stets beim lang- 
samen Ansteigen des Druckes Narkose erzielen kénnen, aber 
beim Ablassen des Druckes blieben die Tiere meist betiubt 
und wachten erst wieder auf, wenn sie lingere Zeit aus der 
Apparatur entfernt waren. Einige Male kam es auch zum 
Erwachen beim Senken des Druckes auf 20 Atm., bei weiterem 
Senken trat wieder Betiiubung auf. Diese Erscheinung, die 
wir auf allzu schnelle Druckabnahme und dadurch hervor- 





gerufene Caissonkrankheit zuriickfiihren, lie& sich vermeiden, 
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wenn wir den Druck, besonders gegen Ende des Versuches, 
sehr langsam erniedrigten. ZweckmiBig senkt man den Druck 
allmahlich auf die Halfte, wartet dann etwa 20 Minuten, senkt 
im Laufe von 5 Minuten wieder auf die Hilfte, wartet 
wiederum usf. 


Wir geben im folgenden einige unserer Versuchsprotokolle. 


Feuersalamander — Salamandra maculata, 8 em lang. 


Februar 1921. 





Dauer 
(Stunden) 


(00 
()20 
1°? 
1 3° 
900 
930 
950 
3* 
340 
4" 
430 


530 





Druck 
in Atm. 





Bewegung 
Lebhafte Bewegung 
Bewegung 


Narkose, beim Schiitteln Riickenlage 
9 +? 9 

9 
Bewegt sich langsam 
Bewegt sich langsam; kriecht 
Schwache Bewegung 
Bewegungslos 
Bewegungslos, nach einigen Stunden erholt 


Zwei junge Molche (Triton vulgaris) 4—5 em lang. Mai 1922. 


Qo 
()20 
(y48 
1 Oo 
17° 








Reagieren auf Licht stark 
Kopfbewegung 
Kriechen am (las 
Aufregung 
Schwache Bewegung 
Narkose, vollstindige Riickenlage 
Unbewegt 
” 


? 
Schwache Beinbewegung 


Regungslos 


39 


9 
Kopf bewegung 
Kriechen im Rohr 
Frisch und munter, etwas aufgetrieben 








ee 


3 
vi 
i 
a] 
yy 
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Zwei kleine Frésche. 











Dauer Druck 
(Stunden) in Atm. 

ae Lebhafte Bewegung 

0? 4 9 

oO” 6 

0' 12 

1 24 

1! 48 . ; 

Nea 90 Miide Bewegung 

a 100 Narkose; reagieren nicht auf Schiitteln 

2° 60 

2 40 m 

3” 30 Bewegung 

ag 25 Lebhafte Bewegung 

” 20 

4" 15 

5 12 

" 10 : 

j 8 

ag 6 ‘ ‘i 

6* { Langsaine Bewegung 

6" 2 Lebhafte Bewegung 

7 1 Ein Frosch hiipft aus dem Rohr, der andere 
atmet, bewegt sich nicht, reagiert auf Rei. 
zung. Erholt sich nach '/, Stunde wieder 

ganz. Am niichsten Tag sehr munter 


Bei Versuchen mit Insekten (Blatta orientalis und Blatta 
germanica) ist es uns nicht gelungen, die Tiere, die bei 90 Atm. 
narkotisiert wurden, noch im Druckrohr zum Erwachen zu bringen: 
erst in freier Luft wachten sie nach etwa 10 Minuten auf. Wir 
fihren dies auf das hohe Sauerstoffbedirfnis der Tiere zuriick. 
das bei dem Senken des Druckes nicht befriedigt werden konnte. 

Die Versuche zeigen, daB in der Tat wie erwartet Stick- 
stoff unter hohem Druck Narkose hervorruft, eine bis jetzt 
noch nicht bekannte Tatsache. Dafiir, daB der Druck allein 
fir die Narkose verantwortlich sein sollte, ist keine zwingende 
physikalische oder biologische Erklirung zu finden. Wir 
glauben somit, da® wir fiir die beobachtete Erscheinung die 
gleiche Erklirung annehmen miissen, wie etwa fiir die Nar- 
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kose durch Stickoxydul, namlich die Auflésung des Stick- 
stoffs in den Lipoiden in der narkotisch wirksamen 
molaren Konzentration. 

Was nun die quantitative Seite unserer Versuche anlangt, | 
so lit sich auf Grund des von Vernon bestimmten Absorp- 
tionskoeffizienten 0,05 berechnen, daB bei einem Druck von 
9) Atm. 0,18 Mole in den fettahnlichen Lipoiden gelést sein 


mussen. 


6 jo ES os. 


Wir finden demnach, dab sich sowohl beim Methan. wie 


‘nga early BE Tae 


auch beim Stickstoft, im Moment der Narkose beim Amphibium 
die gleiche molare Konzentration in den Lipoiden einstellt, 
nimlich 0,18 Mol pro Liter Lipoid. 

In unserer friiheren Arbeit gaben wir folgende Fassung 4 
der ,,Lipoidtheorie“: 

»Narkose tritt stets dann ein, wenn ein beliebiger, 
chemisch indifferenter Stoff in einer bestimmten mo- 
laren Konzentration in die Zellipoide eingedrungen 
ist. Die ,,kritische Konzentration“ ist von der Tierart, der 
Zellart usw. abhiingig, im groBen und ganzen aber unabhingig 
von den Eigenschaften des Narcoticums.“ 

Unsere Resultate an Methan und Stickstoff bekriftigen F 
diesen Satz und bilden damit fiir die Meyer-Overtonsche 
Theorie der Narkose eine starke Stiitze. 


Versuche mit Athylen. 


Die nunmehr folgenden Versuche entsprangen aus dem 
Wunsche, Typen aller bekannten leicht fliichtigen oder gas- 
férmigen Verbindungen in den ‘Kreis der Untersuchung zu 


~ 7° oe (* - \ : 
ziehen. Wir priiften zuniichst das Athylen. 
Athylen vermag, wie aus iilteren Versuchen von Liissen?) : 


bekannt ist, ihnlich wie Stickoxydul Narkose hervorzubringen. 

Wir kénnen die alten Versuche bestiitigen und finden, ; 
dai bei Miiusen eine Konzentration von 80 Volumprozenten in ; 
der Luft eben zur Narkose ausreicht. 


1!) Liissen, Diss. Bonn 1885, Lit. siehe Kunkel, Handbuch der 
Voxikologie. 
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Athylen (WeiBe Miuse). 
Versuchsanordnung wie friiher beschrieben. 





Gehalt ~~ in Vol. Temperatur 18° 


70°/, Athylen Nach 5 Minuten leichte Gleichgewichtssti- 


30°/, Sauerstoff rungen, nach */, Stunde ebenfalls 
80°, Athylen Nach 8 Minuten leichte Gleichgewichtssti. 
20°), Sauerstoff rungen, nach 6 Minuten Riickenlage, nach 


10 Minuten keine Reflexe, in einigen Se- 
kunden nach dem Herausnehmen erholt 


90°/, Athylen Nach 1 Minute Narkose, Atmung sehr ver- 
10°), Sauerstofi langsamt, sehr rasch erholt, friBt 2 Minuten 
nach dem Herausnehmen. 





Den Lislichkeitskoeffizienten des Athylens in Olivendl bei 
37° bestimmten wir zu 1,8 (d.h. 1 Vol. Ol nimmt 1,3 Vol. 
Athylen auf), wihrend Stickoxydul bei gleicher Temperatur die 
Léslichkeit 1,4 besitzt. Aus der Formel: 

i ae 

R 100 

berechnet sich, daB im Moment der Narkose 0,043 Mole Athylen 
in den fettihnlichen Lipoiden gelést sind. 

Propylen, das wir im AnschluB hieran ebenfalls gepriitt 


haben, ist schon bei etwa 50—60 Vol. °/, wirksam. 


? 
Cyip — 


Propylen (Maus). 





Gehalt der Luft in Vol. Temperatur 18° 





70°/, Propylen Nach 1 Minute leichte Narkose, tiefes, ver: 

30°/, Sauerstoff langsamtes Atmen. Sehr rasch wieder 
erwacht 

50°/, Propylen Nach 1 Minute Riickenlage, nach 8 Minuten 

50°, Luft leichte Narkose 


Narkose durch Acetylen. 

Die narkotische Wirksamkeit des Acetylens ist kiirzlich 
von Wieland’) bestimmt worden. Er zeigte, daB Mause in 
einer Atmosphire, die 60—65 Volumprozente Acetylen enthilt, 

*) Erklérung S. 284. 

*) A. exp. Path. u. Pharm. Bd. 92. S. 96 (1922). 
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gerade narkotisiert werden. Den Léslichkeitskoeffizienten in 
Ol bestimmte er zu etwa 1,8, woraus sich als Konzentration 
in den Lipoiden im Moment der Narkose berechnet: 0,045 bis 
0,05 Mole pro Liter Lipoid. Das Acetylen ordnet sich hiernach 
vollkommen in die von uns gefundene GesetzmaBigkeit ein. 


Narkose mit Schwefelkohlenstoff. 
ch Als Beispiel einer Verbindung von ganz anderem che- 
“A mischen Charakter als dem der bisher untersuchten Substanzen, ' 
priiften wir die narkotische Wirkung des Schwefelkohlenstoff- : 
n dampfes*) und verglichen sie mit seinem Absorptionskoeffizienten 


in Ol. 
Versuch. 
el WeiBbe Maus. 





Gehalt der Luft in Vol. 


ie 0) ‘Temperatur 22°. 


0 


1,1 Nach 15 Minuten Seitenlage, nach 20 Minuten 
Narkose, langsum erholt 


an 0,8 Nach 15 Minuten Seitenlage, schwer atmend, 
Reflexe noch vorhanden, ebenso nach 30 Mi- 
nuten; im Laufe zweier Stunden ginzlich 
itt erholt 





Hiernach kann man mit Schwefelkohlenstoff ahnlich wie 
mit Chloroform Narkose hervorrufen. Der Léslichkeitskoeffizient 
des Schwefelkohlenstoffes in Ol wurde nach der in unserer 
ersten Arbeit beschriebenen Tensionsmethode zu 160 ermittelt. 
Hieraus berechnet sich als Konzentration, die in dea Lipoiden 
a im Moment der Narkose herrscht, der Wert von 0,07 Mol pro 

Liter Lipoid. 

en Trotzdem wir im Schwefelkohlenstoff eine Verbindung von 
vanz anderen chemischen Eigenschaften und u. a. von ganz 
anderer Wasserléslichkeit vor uns haben als in den anderen 
Verbindungen, stimmt er in dem einen Punkt mit den anderen 
Koérpern iiberein: er erzeugt Narkose, wenn er in einer solchen 
Konzentration in der Atmungsluft vorhanden ist, daB sich auf 

') Uber betiubende Wirkungen des Schwefelkohlenstoffs, vgl. Leh- 


inann, Arch, f. Hygiene Bd. XX, S. 26 (1894); ferner Harmsen, Viertel- 
jahrsschrift fiir gerichtliche Medizin III. Folge, Bd. 30, S. 149 (1905). 


PRD: cH alante Tin bigs: Ses Se hi TO . 
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Grund seiner Léslichkeit in Lipoiden eine Konzentration yoy 
0,07 Mol in den Lipoiden des Kérpers einstellen muB. 


Narkose durch Benzol. 

Die narkotische Wirksamkeit des Benzols ist kiirzlich voy 
Fiihner') bestimmt und nur wenig geringer als die des Chloro- 
forms gefunden worden. Wir bestimmten den Absorptions. 
koeffizienten des Benzoldampfes nach der Tensionsmethode zy 
240 bei 37°, wihrend wir friiher fiir Chloroform 260 gefunden 
haben. Es scheint, daB die Versuchstiere von Fiithner etwas 
widerstandsfahiger waren als die unseren; denn wihrend Fiihner 
als wirksame Konzentration fiir Chloroform 0,8 Volumprozent 
(0,00032 Mol pro Liter Luft) angibt, fanden wir in Uberein- 
stimmung mit Wittgenstein etwas mehr als halb so viel, 
nimlich 0,44 Volumprozent. Aus den Fiihnerschen Daten 
berechnet sich eine Konzentration von 0,09 Mole pro Liter 
Lipoid fiir Chloroform, von 0,12 fiir Benzo). 


Beeinflussung der Narkose durch Sauerstoffmangel. 

Es ist lange bekannt, daB die Wirkung der Narkotica 
durch andere Einfliisse, die ihrerseits eine lihmende Wirkung 
ausiiben, verstiirkt werden kann. Hierher gehért zum Beispie! 
die Kinwirkung anderer Gifte, die keine allgemeinen Zell- 
narkotica sind, z. B. Morphium, Skopolamin, ferner Magnesiun- 
sulfat, desgleichen mechanische Einfliisse, vor allem aber Sauer- 
stoffmangel. So wird (z. B.) nach Mansfeld?) die Wirkung des 
Paraldehyds durch Sauerstoffmangel gesteigert; das gleiche gilt 
fiir Ather. Es ist daher nicht verstindlich, warum Wieland. 
der die gleiche Beobachtung — Verstirkung der narkotischen 
Wirksamkeit durch Sauerstoffmangel — beim Stickoxydul und 
beim Acetylen gemacht hat, hierin einen prinzipiellen Unter- 
schied von allen anderen Narkoticis sieht; ja, auf Grund der 
Beeinflussung der Stickoxydul- und Acetylennarkose durch 
Sauerstoffmangel sagt Wieland: ,,Die Versuche zwingen dazu, 
eine scharfe Trennung zu machen zwischen der Gruppe der 





1) Biochem. Zs. Bd. 115, 8S. 235 (1921). 
*) Pfliigers Arch. Bd. 129, S. 69 (1909). 
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echten ,,lipoidléslichen* Narkotica und der Gruppe der ,,be- 
tiubenden* Gase.“ Nach unserer Meinung zeigen die Wieland- 
schen Versuche das Gegenteil: daB sich die ,,betiiubenden“ 
Gase in der hier besprochenen Hinsicht gerade so verhalten 
y wie die anderen ,,lipoidléslichen“ Narkotica. 4 
r Als Beweis fiir die Sonderstellung des Acetylens und ; 
Stickoxyduls fiihrt Wieland ferner Versuche mit Anoxybionten 


u Spulwitirmern) an, die durch Stickoxydul und Acetylen nicht : 
0 betiubt werden, wihrend andere Narkotica, z. B. 20°/, iger Al- 
S kohol, Narkose hervorbringen. Die Wielandschen Versuche : 


r sind mit den beiden Gasen unter Atmosphirendruck gemacht, 
t der gerade ausreicht, um Warmbliiter zu betiuben; Wiirmer 
- werden aber erst durch héhere Dosen Narkotica betiiubt als 


, Warmbliiter oder Kaulquappen. Blutegel brauchen z. B. zur 
n Narkose eine 4mal so hohe Atherkonzentration im Atemwasser 
r wie Kaulquappen.') Man wird daher auch bei Spulwiirmern ; 
erst dann durch Acetylen oder Stickoxydul Narkose erwarten 
diirfen, wenn das umgebende Wasser mit Acetylen oder mit 4 
Stickoxydul von mehreren Atmosphiren Druck gesiittigt ist.*) ; 
: Die Bedeutung der Wasserloslichkeit der Narkotica. 4 
. H. Wieland mift dem hohen Absorptionskoeffizienten in : 
" Wasser, den sowohl Stickoxydul wie Acetylen zeigen, eine aus- 
; schlaggebende Bedeutung fiir das Zustandekommen der Narkose 
" bei. Die Unhaltbarkeit dieser Ansicht aber wird erwiesen | 
r durch den Vergleich mit Athylen, das etwa die gleiche narko- i 
7 tische Wirksamkeit wie Stickoxydul, dementsprechend auch den : 
‘ sleichen Loslichkeitskoeffizienten in Ol, aber einen 5mal so : 
d geringen Absorptionskoeffizienten in Wasser hat. 
In der folgenden Tabelle sind die Léslichkeitskoeffizienten , 
r verschiedener Narkotica in Wasser bei 30° zusammengestellt 
h | und aus ihnen diejenige molare Konzentration berechnet, die 
r 1) Winterstein, Die Narkose. 


*) Dies ist tatsiichlich der Fall, wie unabhiingig von uns Herr 
Hl. Bart gefunden hat. (Referat auf der Naturforscherversammlung in 
Leipzig 1922.) 
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im Moment der Narkose in den wiBrigen Teilen des Orga- 
nismus sich einstellt. 





Narkotische Léslichkeits- Konzentration 
Konzentration | koeffizient in | in den wif- 
in Vol. °/, in} Wasser bei jrigen Teilen im 
Luft (Maus) 30° 2) Mol pro Liter 
Milekete—. . wwe 9000 0,02 0,075 
a kg ke 370 0,028 0,004 
Stiekexydul . .... . 100 0,50 0,02 
NES bes yl Shee ge dae ag 80 0,098 0,003 
IE 62 O&A 65 0,84 0,02 
Athylbromid. . . . . 2 2,47°) 0,002 
Schwefelkohlenstoff . . 1,1 0,80 0,0004 
Ciilloréferm . .... . 0,44 4,17 0,0008 











Man erkennt, daB gar kein Zusammenhang zwischen nar- 
kotischer Wirksamkeit und Léslichkeit in Wasser, oder richi- 
tiger, der wiihrend der Narkose in den wiBrigen Bestandteilen 
herrschenden Konzentration, besteht. 

Wohl aber geht aus allen Versuchen hervor, daB Gase 
und Dampfe von sehr geringer Wasserlislichkeit eine etwas 
héhere Konzentration zur Narkose brauchen, als andere Sub- 
stanzen von merklicher Wasserléslichkeit. Wir gaben friiher 
dafiir die Erklirung, daB durch die allzu geringe Wasser- 
léslichkeit der Transport zu den Hirnlipoiden erschwert ist, so 
da8 man ein wirkliches Gleichgewicht zwischen Gasphase und 
Lipoid kaum erreicht. 

Auf diese Erscheinung fiihren wir auch die geringen Ab- 
weichungen von der von uns gefundenen Regel zuriick, die die 
Kohlenwasserstofte der Paraffinreihe zeigen. Sie wirken, wie 
Fiihner kiirzlich gezeigt hat, narkotisch; aber vergleicht man 
z. B. die Absorptionskoeffizienten mit ihrer narkotischen Wirk- 
samkeit, so findet man verhialtnismaBig schwache narkotische 
Wirkung. Pentan hat z. B. den Absorptionskoeffizienten 37, 
der also etwa so groB ist wie der des Athylchlorids; Pentan 
ist aber nur halb so wirksam wie letzteres; denn wihrend wir 


1) Nach Winkler, Z. physikalische Chemie Bd. 55, S. 353 (1906): 
Chem. Ber. Bd. 34, S. 1417 (1901). 
2) Rex. Ph. Ch. Bd. 55, 8. 364 (1906). 
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fanden, daB Athylchlorid in einer Konzentration von 5 Volum- 
prozent wirksam ist, braucht man nach Fiihner eine Kon- 
. zentration von 10—13 Volumprozent Pentan in der Atmungs- 
: luft zur Narkose von Miausen.') Von allen untersuchten Ver- 
bindungen zeigen nun die Kohlenwasserstoffe der Paraffinreihe ; 
die allergeringste Lislichkeit in Wasser, so daB wir auf die : 
mit dieser geringen Léslichkeit verkniipfte Schwierigkeit des 
‘'ransportes zu den Lipoiden ihre geringe Wirksamkeit zuriick- 
fihren. Hiermit stimmt iiberein, dab die héheren Glieder der 
Reihe, z. B. Petroleum, infolge ihrer fast vélligen Unléslichkeit 
in Wasser nur geringe narkotische Kigenschaften zeigen. 

Sehr wertvoll fiir die Erkenntnis dieser Vorginge sind 
neuere Versuche von Fiihner und Teschendorf?) iiber die 
Resorptionsgeschwindigkeit verschiedener Gase, die Kaninchen 
in die Bauchhéhle eingepreBt waren. Die durchschnittlichen 
Resorptionszeiten zeigt folgende Tabelle: 











sect miaiile Léslichkeit in Wasser 4 

(30°) 

Stickstoff . .. . 80 Stdn. 0,02 

Pa se as 26 C«,«, 0,12 

Methan . 25, 0,028 

Stickoxydul > « 0,5 

Athylehlorid . . . 5 Min. 2 

Ather 2 20 


Man erkennt ohne weiteres, daB Resorptionsgeschwindig- 
keit und Wasserléslichkeit in Zusammenhang miteinander stehew. 
was unsere Auffassung aufs beste stiitzt. 


Ubersicht der Resultate. } 


Wir geben in der folgenden Tabelle eine Zusammenstellung 
simtlicher von uns erhaltener Resultate; daneben stellen wir 
die Fiihnerschen Daten, denen wir die von uns ermittelten } 
Loslichkeitskoeffizienten hinzufiigen. 





*) Biochem. Zs. Bd. 115, S. 235 (1921). 
7) D. med. Wochenschr. 1921, Nr. 46 und Arch. fiir exper. Pathol. 
Bd. 92, S. 302 (1922). 
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Ks sei an dieser Stelle hervorgehoben, da man die Fehler- ‘ 
srenze bei der Bestimmung der narkotischen Konzentration f 
recht hoch, auf etwa 20—30°/, und in extremen Fillen etwas 
héher anschlagen muff. Alter, Vorgeschichte, HKrnihrungs- h 
zustand der Versuchstiere, endlich auch spezifische Empfind- 


lichkeit des Hinzeltieres, besonders auch die AuBentemperatur, 





sind Faktoren, die die Resultate beeinflussen kénnen, so daf v 
nur durch langere Serien von Versuchen Durchschnittswerte d 
von geringen Fehlergrenzen zu erreichen wiiren. u 
‘ 
C Lip d 
oo C == narko- Konz. des , 
Tierart Substanz lichkeits- tische Konz. _Nark. | 
koeffizient in Volum- Ce ean: se 
prozenten i/Mol. per . 
Liter j 
Frosch Stickstotf 0,05 3000 0,18 ; 
Methan 0.54 760 0,17 U 
Maus Methan 0,54 370 0,08 ; 
Athylen 1,3 80 0,04 1 
Stickoxydul 1,4 100 0,06 ( 
Acetylen 1,8 65 0,05 4 
. Dimethylither 11,6 12 0,06 ‘ 
Methyichlorid 14,0 6,9 0,07 
Athylenoxyd 31 5,8 0,07 
Athylehlorid 40,5 5,0 0,08 
Diiithylather 50 3,4 0,07 
Amylen 65 4.0 0,10 — 
Methylal 75 2,8 0,08 
Athylbromid 95 1,9 0,07 
. Dimethylacetal 100 1,9 0,06 Sa 
Diiithylformal 120 1,0 0,05 
1 Dichlorithylen 130 0.95 0,05 
Schwefelkohlenstoff}| 160 1,1 0,07 
Chloroform 265 0,5 0,05 Mot 
Maus-Ver- Pentan 37 13,2 0,1) 
suche von Benzo! 240 1,2 0,12 pAth 
Fiihner Chloroform 265 0,8 0,09 _ 














Mit aller Klarheit geht aus dieser Tabelle die folgende 
GesetzmiBigkeit hervor: alle gasférmigen oder flichtigen 
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Stoffe bewirken Narkose, wenn sie in einer bestimmten 
fir jede Tierart (oder besser Zellart) charakteristi- 
schen, fiir alle Narkotica annihernd gleichen molaren 
Konzentration in die Zell-Lipoide eingedrungen sind. 
Diese GesetzmaBigkeit gilt fiir Substanzen, die wie Stickstoff 
und Chloroform um das 10000fache in ihrer Wirksamkeit 
yoneinander unterschieden sind. Sie kennt keine Ausnahme; 
denn sie hat sich bei Typen aller iiberhaupt bekannten Elemente 
und Verbindungen bestiitigt, die chemisch triage sind und keine 
spezifischen Giftwirkungen zeigen. Wir kénnen somit sagen, 
daB kaum eine biologische GesetzmaBigkeit auf derartig sicherer 
und breiter experimenteller Grundlage ruht. 

Von der Erkenntnis dieser GesetzmiBigkeit bis zu einer 
»theorie“, die den Zusammenhang zwischen der Auflésung in 
den Lipoiden und der reversiblen Lihmung der Funktionen 
erklirt, die die Narkose darstellt, ist noch ein weiter Weg 
und wir sind demnach weiter vom Verstiindnis der Narkose 
entfernt, als man vielfach nach Arbeiten neuerer Forscher, 
insbesondere Warburg zu sein glaubte. Diese Erkenntnis 
darf aber nach unserer Meinung nicht hindern, in der oben 
aufgezeigten GesetzmiBigkeit die Grundlage fiir die noch zu 
schaffende ,,Theorie der Narkose“ zu sehen. 


Loéslichkeitskoeffizienten in Oliven6l.?) 








a) Gase. 
= ‘ | 
a S soe wot & we Ot es 1 
ee] 248 |3ssm aq 3.04 | Fos! 
© tt. ‘f S Y “By s 9 ; et , 
EF Substanz | Nr. aS =e bon & = ° ops cr: S| = | Mittel 
: gel £8 [SSF] Es [asl esis 
é a aoe Cet . - s aad : a | 
Pa a n ats iD ASS | So . | 
os <A — ~ | 
ee ~ 
~ } 
iMethan. .{ 1 | 37 | 260,5 | 544,0 | 19,42 | 562,0 0,55 
2| 37 | 260,5 | 5185 | 14,58 | 531,0 0,53 0,54 
pAthylen 1] 37 | 260,5 | 576,6 | 28,48 | 576,5 1,27 
; 2 | 37 | 260,5 | 595,0 | 23,69 | 595,5 1,28 1,28 





























*) Niiheres tiber die Berechnung und Methodik siehe diese Zs. 
Bd. 112, S. 71 (1920). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXVI. 20 
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b) Fliissigkeiten. 














— tH ; ee 
S S = q a) q On si 
‘ i _ i | o oe 
Substanz Sis | ao 2: = & L 5 wo 
= <> >) 2 Ry ~Q qa 
Pel gel[s | 8+ pet 
Sr Ten : _ ap™ Ss ee me bo 
Schwefelkohlenstoff 37 3,2 0,41 51 156 
5,6 | 0,72 | 76 | 180 160 
Benzol . 37 | 2,7 | 0,35 | 28 | 240 240 



































Uber einige Additionsverbindungen des Digitonins. 
Von 


A. Windaus und R. Weinhold. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Dezember 1922.) 


Die Entdeckung Ransoms'), daB die Saponine ihr 
himolytisches Vermégen verlieren, wenn man ihre Lésungen 
mit fein verteiltem Cholesterin digeriert, hat Windaus?) 
seinerzeit veranlaBt, das chemische Verhalten der Saponine 
gegeniiber Cholesterin zu studieren; er hat dabei gefunden, 
daB eine Anzahl Saponine mit Cholesterin gut charakterisier- 
bare, krystallisierte Anlagerungsverbindungen bilden. Bis- 
her hat man aus etwa sieben Saponinen solche ,,Cholesteride“ 
darzustellen vermocht. Vor allem gibt das Digitonin aus 
Digitalissamen ein sehr wenig lésliches Digitonin-Cholesterin ; 
und die Digitoninmethode hat sich nicht nur bei der quanti- 
tativen Analyse der Sterine eingefiihrt, sondern hat auch 
wiederholt fiir priparative Zwecke gute Dienste geleistet.®) 

Wenn auch die Saponin-Cholesteride besonders charak- 
teristisch und schwer léslich sind, so sind sie doch nicht die 
einzigen Additionsverbindungen, die Saponine zu bilden ver- 
mégen. Schon Houdas‘*) hat auf die Existenz von Additions- 
produkten zwischen JDigitalissaponinen und Alkoholen auf- 
merksam gemacht und Windaus hat diese Angaben be- 
stiitigt.5) Wir haben nunmehr etwas ausfiihrlicher das Ver- 





') Deutsche mediz. Wochenschr. 1901, S. 194. 

*) Chem. Ber. Bd. 42, S. 238 (1909). 

5) Siehe z. B. Chem. Ber. Bd. 49, S. 1728 (1916); Diese Zs. Bd. 115, 
S. 266 (1921). 

*) C. R. Bd. 113, S. 648 (1891). 
°) Chem. Ber. Bd. 42, S. 243 (1909). 
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halten des Digitonins in dieser Hinsicht zu studieren begonnen 
und haben hierbei folgende Beobachtungen gesammelt: Schiittelt 
man eine 1°/, ige wiBrige Digitoninlésung mit kleinen Mengen 
der folgenden fliissigen Stoffe, erhilt man eine krystallisierte 
Fallung mit den Butylalkoholen, den Amylalkoholen, 
mit kiuflichem sek. Octylalkohol, mit Geraniol, Linalool, 
mit Phenol, mit Carvomenthol, mit d,l-¢-Terpineol, 
mit Phenylathylalkohol (sekundir), mit ac-Tetrahydro- 
$-naphthol und auch mit Thiophenol. Vom Propyl- und 
Isopropylalkohol muB man etwas gréBere Mengen ver- 
wenden. In wiBrig-alkoholischer Lésung geben auch einige 
feste Stoffe Fillungen, z. B. p-Bromphenol, e-Naphthol, 
8-Naphthol. Keine Fallung geben unter den angefiihrten 
Bedingungen Methylalkohol, Athylalkohol, Allylalkohol, 
Glykol, Glycerin, Tetrahydro-furfuralkohol, Carva- 
crol, Eugenol, Isoeugenol. Stoffe, die nicht zur Klasse 
der Alkohole, Phenole oder Thiophenole gehéren, reagieren 
fast nie. So sind ohne Wirkung Hexan und andere fliissige 
Paraffine, Chloroform und andere Halogenparaffine, 
auBerdem Acetaldehyd, Aceton, Ameisensiure, Essig- 
siure, Di-iso-butylamin, Benzol, Toluol, Xylol, Me- 
thylanilin, Cineol, Safrol. Dagegen wurden iiberraschen- 
der Weise Fiallungen erzielt beim Schiitteln einer 5 °/,igen 
wiBrigen Digitoninlésung mit nicht zu kleinen Mengen Ather, 
Isosafrol, Anethol, Benzylmethylketon. 

Die quantitative Untersuchung der gebildeten Additions- 
verbindungen wird dadurch sehr erschwert, daB sie regelmabig 
auBer Digitonin und dem betreffenden Alkohol noch Krystall- 
wasser enthalten, und zwar hiufig so fest gebunden, daB beim 
Trocknen ein Teil des angelagerten Alkohols sich verfliichtigt, 
ehe das Krystallwasser ganz entfernt ist. Bei dem hohen 
Molekulargewicht des Digitonins sind darum die Resultate 
der Analysen nicht immer durch eine einwandfreie Formel 
wiederzugeben, doch hat sich wenigstens das eine Ergebnis 
sicher feststellen lassen, da8 sich stets 1 Mol. Digitonin mit 
1 Mol. Alkohol verbindet, wihrend die Anzahl der locker ge- 
bundenen Wassermolekiile schwankt. Gegeniiber der Mannig- 
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faltigkeit der ,,Choleinsiuren“) zeigen also die Anlagerungs- 
verbindungen des Digitonins eine grofe Kinférmigkeit in der 
Zusammensetzung. Dagegen finden sich bei den Additions- 
produkten des Digitonins groBe Unterschiede in der Bestindig- 
keit. Sehr verschieden hoch ist z. B. die Temperatur, auf 
die man den Komplex im Vakuum erhitzen mu8, um den an- 
selagerten Alkohol zu verfliichtigen; meist liegt diese Tem- 
peratur weit iiber dem Siedepunkt des Alkohols. Auch bei 
der Extraktion mit siedendem Ather, Benzol oder Xylol 
oder auch beim Behandeln mit Wasserdampf zeigen die 
Additionsverbindungen groBe Unterschiede in der Bestiindig- 
keit. Sehr fest gebunden sind ungesittigte hydroaromatische 
Alkohole (a#-Terpineol), dann folgen aromatische Alkohole wie 
ac-l'etrahydro-f-naphthol, sek. Phenylathylalkohol, leichter ab- 
spaltbar sind gesiittigte hydroaromatische Alkohole wie Carvo- 
menthol und gesittigte Alkohole der Fettreihe (Amylalkohol, 
Octylalkohol), noch lockerer haften g- und £-Naphthol, p-Brom- 
phenol, Thiophenol. Sehr unbestindig sind endlich die Kom- 
plexverbindungen des Digitonins mit Isosafrol und Benzyl- 
methylketon, so daB ihre Reindarstellung kaum gelingt. 


Beschreibung der Versuche. 
a-Naphthol-Digitonin. 

Die heiBen Lésungen von 1,7 g Digitonin in 60 ccm 
20°/,igem Alkohol und von 1g a@-Naphthol in 220 ccm 
20 °/,igem Alkohol wurden zusammengegeben; erst beim Ab- 
kithlen schied sich das e-Naphthol-Digitonin in sehr feinen, 
schwer filtrierbaren Naidelchen aus; es wurde abfiltriert, mit 
20°/,igem Alkohol ausgewaschen und dann an der Luft ge- 
trocknet; hierbei farbt es sich allmihlich schwach rosa. In 
90 °/,igem Alkohol ist die Verbindung leicht léslich, in kaltem 
Wasser ist sie sehr schwer, in heiBem Wasser ziemlich reich- 
lich léslich. Wird das Digitoninadditionsprodukt im Apparat 
von Stock?) mit siedendem Ather extrahiert, ist nach 6 Stunden 
erst ein Teil des «-Naphthols extrahiert. Gegen siedenden 





1) Wieland u. Sorge, diese Zs. Bd. 97, S. 6 (1916). 
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Ather ist der Komplex also ziemlich bestindig. Dagegen wird 
durch siedendes Benzol innerhalb 2 Stunden das ganze w-Naphb- 
thol aus dem Komplex herausgelést. Wird «-Naphthol-Di- 
gitonin im Hochvakuum auf 150° erhitzt, sublimiert das 
a-Naphthol in die Vorlage. 

Die Analysen des «-Naphthol-Digitonins haben etwas 
schwankende Werte gegeben. In einem Fall erhielten wir 
fiir die lufttrockene Substanz Werte, die auf die Formel 

CssHo Oo + CyoHs0 + 8H,O 
stimmten. 
0,0941 g Substanz gaben 0,1781 g CO,, 0,0641 g H,O. 
CysHo,0. + C,,.H,O +8H,O Ber. C51,93%,  H 765%, 
Gef. ,, 51,63 » 1,62 

Der Gewichtsverlust der Substanz beim Erhitzen im Hoch- 
vakuum auf 150—160° betrug 19,39 °/,, waihrend sich fiir die 
Abgabe von C,,H,O + 8H,O 19,16 °/, berechnen. Die Analyse 
eines spiter bereiteten a-Naphthol-Digitonins, das zur Ent- 
fernung méglicherweise anhaftenden «-Naphthols mit Ather 
ausgewaschen war, gab fir die lufttrockene Substanz Zahlen, 
die auf die Formel 

Cy5H Oe + CyoH,O + 10H,O 


paBten; eine im Vakuumexsiccator bei Zimmertemperatur ge- 
trocknete Substanz gab Zahlen, die mit der Formel 
Cs5H 0. + C,.H,O + 4H,0 
vereinbar waren. 
Die zahlreichen Analysen sollen nicht angefiihrt werden. 


6-Naphthol-Digitonin. 

Das f-Naphthol-Digitonin wurde ebenso bereitet wie das 
vorstehend beschriebene isomere Derivat und zeigt sehr ahn- 
liche Eigenschaften; nur verfairbt es sich nicht beim Stehen 
an der Luft. Gegen siedenden Ather, siedendes Benzol und 
beim Erhitzen im Hochvakuum auf 150° verhilt es sich wie 
das «-Naphthol-Digitonin. 





1) Chem. Ber. Bd. 39, S. 1976 (1906). 
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Die Analysenwerte fiir das lufttrockene §-Naphthol-Di- 
sitonin sind ebenfalls etwas schwankend und deuten auf einen 
Wassergehalt von 8—10 Mol. 

0,0927 g Substanz gaben 0,1721 g CO,, 0,0679 g H,0O. 

CssH,029 + CioH,O + 10H,O Ber. © 50,70°/, H 7,72°, 
Gef. ,, 50,65 1» 8,19 































p-Bromphenol-Digitonin. 

Kine heiSe Lésung von 1 g Digitonin in 100 ccm 10°/,igem 
Alkohol und von 0,3 g p-Bromphenol in 10 ccm 10°/,igem 
Alkohol wurden zusammengegeben. Beim Abkiihlen schied 
sich die Additionsverbindung in feinen Nadeln ab, die ab- 
cesaugt und mit 10°/,igem Alkohol sorgfiltig ausgewaschen 
wurden. Die lufttrockene Substanz besaB noch einen schwachen 
Geruch nach p-Bromphenol, der sich durch Auswaschen mit 
verdiinntem Alkohol nicht beseitigen lieB. 

Das p-Bromphenol-Digitonin ist sehr wenig léslich in 
kaltem, besser léslich in heiBem Wasser und ziemlich leicht lés- 
lich in Alkohol. Durch 8 stiindige Extraktion mit Ather wurde 
das p-Bromphenol aus dem Komplex vollstaindig herausgelist. 
Die Analyse der Verbindung liefert Zahlen, die mit der Formel 

CesHy Ove + C,H,OBr + 8H,0 
vereinbar sind, doch besteht auch hier nicht volle Sicherheit 
iiber die Zahl der Wassermolekiile. Eine Formel mit 7 Mol. 
Wasser ist ebenfalls méglich. 
0,3739 g Substanz (lufttrocken) gaben 0,0473 g AgBr. 
C;;H.0e + C,H,OBr + 8H,O Ber. Br 5,22 °/, 
Gef. ,, 5,38 

Beim Erhitzen im Vakuum auf 160° verlor die luft- 
trockene Substanz 19,91 °/, an Gewicht, wihrend sich fiir den 
§ Verlust von C,H,OBr + 8H,O 20,68 °/, berechnen. 


Thiophenol-Digitonin. 

1 2¢ Digitonin wurden in einem Gemisch von 135 ccm 
Wasser und 30 ccm Alkohol gelést, die Lésung wurde in der 
Kalte mit 0,4 g Thiophenol in 150 ccm 30°/,igem Alkohol 
versetzt. Die sich nur langsam abscheidende Anlagerungs- 
verbindung wurde nach 12 Stunden abgesaugt, haufig mit 
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20°/,igem Alkohol gewaschen und dann an der Luft ge- 
trocknet; sie roch noch schwach nach Thiophenol und wurde 
darum kurze Zeit mit kaltem Ather ausgewaschen, wodurch 
der Geruch annihernd vollstindig beseitigt wurde. Die so 
erhaltene Verbindung ahnelt den friiher erhaltenen; sie ist 
aber in Wasser leichter léslich als diese. Durch Extraktion 
mit siedendem Ather wird das Thiophenol aus dem Komplex 
langsam herausgelést; erst nach 15 Stunden war der Riick- 
stand in der Hiilse véllig schwefelfrei. 

0,4095 g Substanz (lufttrocken) gaben 0,0673 g BaSQ,. 

CssH.Qo9 + C,H,S +6H,O Ber. S 2,23, 
Gef. ,, 2,26 

Der Wassergehalt ist nicht ermittelt worden; der an- 

gegebene Gehalt von 6 Mol. ist ziemlich willkiirlich. 


Carvomenthol-Digitonin. 

Die heifen Lésungen von 1,17 g Digitonin in 80 ccm 
25 °/,igem Alkohol und von 0,25 g Carvomenthol') in 40 ccm 
25 °/,igem Alkohol wurden zusammengegeben. Beim Abkiihlen 
schied sich das Additionsprodukt in sehr feinen, schwer 
filtrierbaren Nadeln aus; sie wurden abgesaugt, mit 20 °/, igem 
Alkohol ausgewaschen und an der Luft bis zur Gewichts- 
konstanz stehen gelassen. Das Material ist sehr wenig léslich 
in kaltem Wasser, aber betrichtlich léslich in heiBem Wasser. 
100 ccm 40°/,iger Alkohol lésen bei 19° 0,33 g Substanz, 
100 com 50°/,iger Alkohol bei 21° 0,49 g Substanz. Durch 
siedenden Ather wird das Carvomenthol aus der Anlagerungs- 
verbindung nur iduferst langsam, durch siedendes Benzol 
ziemlich rasch herausgelést. Wenn sich indessen das fein 
gepulverte Material waihrend der Behandlung mit Benzol zu 
Klumpen zusammenballt, ist die Extraktion kaum durchfiihrbar. 
Sehr glatt gelingt dagegen die Zerlegung der Additions- 
verbindung, wenn man durch die heibe, wiBrige Losung 
Wasserdampf hindurchleitet. Das Schiumen der Liésung ver- 
hindert man dabei dadurch, daB man auf die Oberfliche der 





1) Das Carvomenthol wurde aus Carvenon bereitet. 
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Flissigkeit einen Gasstrom (CO,, H,O-Dampf) leitet.’) Das 
Destillat enthailt dann das gesamte Carvomenthol. 

Die Analysen der lufttrocknen Verbindung passen am 
besten auf eine Formel 


0,0956 g Substanz gaben 0,1771 g CO,, 0,0722 g H,0. 
C55H Qe + C,,He0 +10H,O Ber. C 50,33°/, H 8,45 °/, 
Gef. ,, 50,54 »» 8,45 


Digitonin-l-g@-Terpineol. 


Kine heiBe Lésung von 2,5 g Digitonin in 120 ccm 
30 °/,igem Alkohol wurde mit einer heiBen Losung von 0,6 g 
|-¢-Terpineol’) in 60 ccm 30°/,igem Alkohol versetzt; die An- 
lagerungsverbindung schied sich beim Abkiihlen der Lésung 
in sehr feinen Nadeln aus, die abgesaugt, mit 30°/, igem 
Alkohol ausgewaschen und an der Luft getrocknet wurden. 
Ausbeute 2,65 g. 

Das |-Terpineol-Digitonin ist unléslich in kaltem und sehr 
schwer léslich in heiBem Wasser, 100 com 25°/, iger Alkohol 
lisen bei 24° 0,05 g, 100 ccm 40 °/, iger Alkohol lésen bei 26° 
0,17 g, 100 ccm 50 °/, iger Alkohol lésen bei 24° 0,34 g Substanz. 

Durch langdauernde Extraktion mit Ather wird die 
Additionsverbindung nur spurenweise zerlegt; auch durch eine 
dreistiindige Extraktion mit siedendem Benzol wurde nur ein 
sehr kleiner Teil des 1l-a-Terpineols herausgelést; erst durch 
eine zweistiindige Extraktion mit siedendem Xylol laBt sich 
das l-e-Terpineol aus dem Komplex zuriickgewinnen. Auch 
gegeniiber anderen Reagenzien erweist sich diese Anlagerungs- 
verbindung als sehr bestiindig. Leitet man durch eine wiBrige 
Aufschwemmung Wasserdampf hindurch, geht fast kein 1-Ter- 
pineol mit den Wasserdimpfen iiber. Erst beim Erhitzen im 
Hochvakuum auf 160—170° lift sich das l-Terpineol aus dem 
Komplex abdestillieren, aber selbst hier nur langsam. 





') F. Klinhardt, Chemiker-Zeitung 1922, S. 493. 
*) Das d- und das l-«-Terpineol verdanken wir der Giite des Herrn 
Geheimrat Wallach. 
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Die Analysen passen auf die Formel 
C55H 9029 + C,oH,,0 + 6H,0. 


0,0930 g Substanz (lufttrocken) gaben 0,1800 g CO,, 0,0710 g H,O. — 
0,0933 g Substanz gaben 0,1800 g CO,, 0,0702 g H,O. 


C55 900 + C,.H,;,0 +6H,O Ber.‘ C 52,83 °/, H 8,19 °, 
Gef. ,, 52,80, 52,63 ,, 8,54, 8,42 

Die lufttrockne Substanz verlor bei 100° 7,23°/, an Ge- 
wicht, wihrend sich fiir den Verlust von 6H,O 7,31 °/, be- 
rechnen. 

d-a-Terpineol-Digitonin. 

Diese Verbindung wurde in derselben Weise bereitet wie 
das Isomere; sie ist in kaltem Wasser fast unléslich, in 
waiBrigem Alkohol aber leichter léslich als das 1-c-Terpineol- 
Digitonin. 100 ccm 25°/,iger Alkohol lésen bei 25° 0,12 g 
Substanz, 100 ccm 40°/,iger Alkohol lésen bei 26° 0,35 g, 
100ccm 50°/, iger Alkohol lisen bei 25° 0,86 g. Mit Ather laBt sich 
das d-Terpineol nur duBerst langsam aus dem Komplex heraus- 
lésen, auch mit Benzol gelingt dies nur schwierig, aber doch 
leichter als aus dem ]-Terpineol-Derivat. Im Hochvakuum gibt 
die Additionsverbindung das d-e-Terpineol langsam bei 160° ab. 

Die Analysen passen auf eine Formel mit8 Mol. Krystallwasser, 


0,0949 g Substanz gaben 0,1800 g CO,, 0,0724 g H,O. — 0,0930 
Substanz gaben 0,1769 ¢ CO,, 0,0716 g H,0. 
C;3Hg,029 + C:9H,,0 + 8H,O Ber. C 51,69 °/, H 8,26 °/, 
Gef. ,, 51,74, 51,89 », 8,54, 8,62 


Die lufttrockne Substanz verlor beim Trocknen bei 100° 
7,85 °/, an Gewicht, waihrend sich fiir den Verlust von 6 Mol. 
Wasser 7,31°/, berechnen. Die bei 100° getrocknete Ver- 
bindung lieferte Zahlen, die auf die Formel 

CysH 0029 + CyoH,0 + 2H,O 
paBten. 

0,0862 g Substanz gaben 0,1759 g CO,, 0,0644 g H,O. 

CesHoOoe + CyoHis0 + 2H,O Ber. C 55,54%, H 8,04°/, 
Gef. ,, 55,67 » 8,36 


ac-Tetrahydro-8-naphthol-Digitonin. 


Eine heiBe Lisung von 2 g Digitonin in 100 ccm 25 °/, igem 
Alkohol wurde mit einer heiBen Liésung von 0,42 g ac-Tetra- 
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hydro-§-naphthol in 100 cem 25 °/, igem Alkohol versetzt. Beim 
Abkiihlen fiel das Additionsprodukt in feinen Nadeln aus, die 
erst mit 20°/,igem Alkohol, darauf mit Ather gewaschen 
wurden und dann an der Luft bis zu konstantem Gewicht 
getrocknet wurden. Die Verbindung ist fast unléslich in 
kaltem, schwer léslich in heiBem Wasser, 100 ccm 40 °/, iger 
Alkohol lésen bei Zimmertemperatur etwa 0,05 g auf. Durch 
Extraktion mit Ather und Benzol wird die Verbindung nur 
iuBerst langsam zerlegt, dagegen ziemlich rasch von siedendem 
Xylol. Beim Behandeln der waBrigen Liésung mit Wasser- 
dampf gelingt die Abspaltung des Tetrahydro-§-naphthols nur 
schwierig. Um 1 g der Additionsverbindung zu zerlegen, muBte 
3 Stunden Wasserdampf durch die Liésung geleitet werden. 

Die Analyse des lufttrocknen Materials fiihrt zu einer Formel 

C5sH 029 + CioHi20 + 8H,0. 
0,0947 g Substanz gaben 0,1804 g CO,, 0,0708 g H,0. 
CesHo,O% + CioHy.O + 8H,O Ber. © 51,78°/, H 789% 
Gef. ,, 51,97 » 3,37 

Im Vakuum auf 62° erhitzt, verlor die lufttrockne Sub- 

stanz 9,33°/, an Gewicht, wahrend sich fir den Verlust von 


/0 
8H,O 9,56 °/, Gewichtsverlust berechnen. 


«-Phenylithylalkohol-Digitonin. 

Diese Verbindung, in der iiblichen Weise bereitet, ist in 
kaltem Wasser sehr schwer, in heiBem Wasser ziemlich leicht 
léslich. Bei der Extraktion mit Ather wird der Phenylathyl- 
alkohol nur sehr langsam, mit siedendem Benzol wesentlich 
schneller aus dem Komplex herausgelést. Beim Durchleiten 
von Wasserdampf durch eine heiBe, wiBrige Liésung des 
a-Phenylathylalkohol-Digitonins geht der Phenylithylalkohol 
leicht mit den Wasserdimpfen iiber. 


sek. Octylalkohol-Digitonin.}) 


Diese Verbindung wird durch Ather nur langsam, durch 
siedendes Benzol oder durch Wasserdampf leicht zerlegt. 


1) Windaus, a.a. O. 








Uber ein Verfahren zur Spaltung einiger racemischer 
Alkohole in ihre optisch aktiven Komponenten. 


Von 
A. Windaus, F. Kliinhardt und R. Weinhold. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitdtslaboratorium Gdéttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Dezember 1922.) 


Mit Hilfe der in der vorhergehenden Mitteilung be- 
schriebenen Digitonin-Anlagerungsverbindungen lassen 
sich eine Reihe priaparativer Aufgaben lésen, von denen die 
Trennung eines rac. Alkohols in seine Spiegelbild-Isomeren 
die bemerkenswerteste ist. Digitonin ist ein optisch aktiver 
Stoff; es ist also durchaus méglich, daB sich die Additions- 
verbindungen desselben mit zwei spiegelbild-isomeren Alkoholen 
weitgehend in ihrer Léslichkeit und ihrer Bestiindigkeit unter- 
scheiden und daher leicht voneinander zu trennen sind. 

Hieriiber haben wir einige Versuche angestellt und 
folgendes ermittelt: Aus dem d,l-a-Terpineol (I) gelingt es 
ohne Schwierigkeit reines l-@-Terpineol zu gewinnen; auch 
aus dem d,l-ac-Tetrahydro-f-naphthol (II) kann man durch 
zweimalige Fallung der Anlagerungsverbindung annihernd 
reines |-ac-Tetrahydro-f-naphthol bereiten. Beim i-Carvo- 
menthol (III), das 3 asymmetrische Kohlenstoffatome enthilt, 
kommt man zu rechtsdrehenden Produkten; die aber auch nach 
wiederholter Fallung kein konstantes Drehungsvermégen be- 
sitzen. Beim sek. Phenyl-athylalkohol (IV) ist uns eine 
Trennung in die optischen Antipoden nicht gegliickt; es scheint, 
daB sich d- und 1-Phenylithylalkohol-Digitonin in ihrer Lés- 
lichkeit nicht unterscheiden. 
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IV sek. Phenyl-ithyl-alkohol 


d,l-a-Terpineol. 


Wie in der vorigen Mitteilung angegeben ist, liefert 
l-¢-Terpineol mit Digitonin eine in 40°/,igem Alkohol 
doppelt so schwer lésliche Anlagerungsverbindung wie d-«- 
Terpineol. Wird daher d,l-a@-Terpineol unter passenden Be- 
dingungen mit einer alkoholischen Digitoninlésung zusammen- 
gebracht, fallt fast nur die 1-Terpineol-Digitoninverbin- 
dung aus. 

50 g Digitonin wurden in 2500 ccm Wasser und 2500 ccm 
absol. Alkohol gelést und mit 9,5 ccm d,1l-«-Terpineol versetzt; 
die auf etwa 4° abgekiihlte Lésung begann sich nach 1 Stunde 
zu triiben und setzte allmahlich einen aus feinen Nadeln be- 
stehenden Niederschlag (I) ab; dieser wurde abfiltriert, er wog 
lufttrocken 26,7 g. Aus dem Filtrat wurden beim Eindampfen 
noch zwei weitere Fillungen (IL und III) erzielt. Der Nieder- 
schlag I wurde in Wasser fein verteilt und, um anhaftendes 
Terpineol zu entfernen, mit Wasserdampf behandelt. Die 
ungelést gebliebene Additionsverbindung wurde abfiltriert und 
nach dem Trocknen im Fraktionierkolben bei 30 mm Druck 
auf 170—180° erhitzt. Hierbei wurden aus 8,7 g Additions- 
verbindung 0,6 g Terpineol abdestilliert. 0,4711 g Substanz 
wurden mit Ather auf 10ccm verdiinnt, « =— 4° 46, 
[e]p? = — 101,3° 
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In der Literatur findet sich fir reines 1-a-Terpineol 
[@]p = — 106°.) 

Aus der zweiten Fallung wurde ein «-Terpineol mit 
[ae]b’? = — 66,15° und aus der Fallung III mit [e]j” = + 1,07° 
erhalten. 

Bei einem anderen Versuche wurden 48 g Digitonin in 
4800 ccm 50 °/, igem Alkohol gelést und mit 8 g d, l-a-Terpineo! 
versetzt. Da nach 14 Stunden noch keine Fallung erfolgt 
war, wurde die Lésung mit Eis gekiihlt und setzte nunmehr 
allmihlich einen Niederschlag ab. Nach 24 Stunden wurde 
dieser abgesaugt, mit 30°/,igem Alkohol gewaschen und aut 
dem Wasserbad getrocknet (Fallung I, 19,9 g). Das Filtrat 
lieferte beim Eindampfen noch eine Fallung II im Gewicht 
von 22,8 g. 

Fallung I wurde gepulvert und, um anhaftendes Terpineol 
zu entfernen, mit Ather extrahiert; dann wurde sie im Frak- 
tionierkolben 5 Stunden bei einem Druck von 18 mm auf 
170° erhitzt; in dieser Zeit wurde etwa 1,0 ¢ eines farblosen 
Destillats aufgefangen; 0,4578 g desselben wurden mit Ather 
auf 10 ccm verdiinnt, « = — 3° 36’, [a]p° = — 78,64°. 

Das so erhaltene linksdrehende Destillat wurde nochmals 
mit einer alkoholischen Digitoninlésung gefillt, das Additions- 
produkt abgesaugt, mit Ather gewaschen, getrocknet und im 
Vakuum erhitzt. 

0,1670 g¢ Destillat wurden mit Ather auf 10 ccm ver- 
diinnt, @ = — 1° 45’, [a]i° = — 100,26°. 

Aus der Fallung II wurde ein rechtsdrehendes «-Terpineol 
von [a]j° = + 26,0° isoliert, eine Reindarstellung des d-e- 
Terpineols haben wir nicht versucht. 


d,l-ac-Tetrahydro-f#-naphthol. 


Kine Lésung von 40 g Digitonin in 4000 ccm 25 °/, igem 
Alkohol wurde mit 10 g frisch destilliertem ac-Tetrahydro-/- 
naphthol versetzt; es erfolgte sofort eine geringe Fallung, die 
sich allmihlich vermehrte und nach 17 Stunden abgesaugt 


1) Wallach, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 360, 8. 88 (1908). 
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wurde. Die gepulverte Additionsverbindung wurde griindlich 
mit Ather gewaschen, mit Wasser iibergossen und mit Wasser- 
dampf behandelt. Erst nach 12 Stunden war alles Tetra- 
hydro-f-naphthol iibergegangen, es wurde aus dem Destillat 
mit Ather extrahiert und dann im Vakuum destilliert. 0,4582 g 
des so gewonnenen ac-Tetrahydro-§-naphthols wurden mit 
Chloroform auf 10 ccm verdiinnt, « = — 1° 30’, [@]i* = — 32,7°. 

Bei zwei weiteren Versuchen, die in etwas abgeinderter 
Form angestellt wurden, erhielten wir ein Tetrahydro-f-naphthol 
von [@]>° = — 30,8° und [a]p = — 41,7° 

Die so erhaltenen linksdrehenden ac-T'etrahydro-§-naph- 
thole wurden nunmehr ein zweites Mal mit einer 25 °/, igen 
alkoholischen Digitoninlésung gefallt, die Fallung wurde genau 
so weiter behandelt wie oben beschrieben. 

0,5566 g wurden mit Chloroform auf 10 ccm verdiinnt, 
“=— 3° 6, [a]}* =— 55,7" In der Literatur ist fiir reines 
l-ac-Tetrahydro-8-naphthol [@|p = — 67,1° angegeben.") 


Carvomenthol. 


Kine Lésung von 30 g Digitonin in 2500 ccm 30 °/, igem 
Alkohol wurde auf etwa 70° erwirmt und mit 3,8 g Carvo- 
menthol versetzt. Die beim Abkihlen gebildete Fallung 
wurde abgesaugt, mit verdiinntem Alkohol ausgewaschen und 
auf dem Wasserbad getrocknet. Die Substanz wurde in etwa 
200 com Wasser aufgeschwemmt und mit Wasserdampf 
destilliert; das auf der Oberfiaiche des Destillats schwimmende 
Carvomenthol wurde mit Ather aufgenommen und auf seine 
Drehung untersucht. 1,4424 g Substanz wurden mit Ather 
auf 10 ccm verdiinnt, « = + 26’, [a@]i° = + 2,98° 

Das so gewonnene schwach rechtsdrehende Carvomenthol 
wurde noch einmal mit einer Liésung von 12,5 g Digitonin in 
1250 com 30°/,igem Alkohol gefillt. Das in der gleichen 
\Veise isolierte Carvomenthol war stirker rechtsdrehend, 
0,8792 g Substanz mit Ather auf 10 cem verdiinnt; « = + 32’, 
“|i = + 6,0°. 


!) Pickard u. Kenyon, Soe. Bd. 101, 8. 1427 (1912). 
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In einem zweiten Versuch wurde zur Fallung eine nocli 
verdiinntere Digitoninlésung (20 g Digitonin in 3000 ccm 
Lisungsmittel) und ein hdher prozentiger (50°/, iger) Alkoho! 
verwendet. Hier drehte das Carvomenthol [«]j° = + 4,85. 
Augenscheinlich ist es beim Carvomenthol schwer, zu eine 
optisch einheitlichen Produkt zu gelangen. 

Am sek. Phenylaithylalkohol haben wir eine Anzah| 
Versuche in ahnlicher Weise wie in den vorher beschriebenen 
Fallen angestellt. Das aus den verschiedenen Fraktionen der 
Digitoninfallung erhaltene Produkt war aber stets inaktiv. 
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In einem zweiten Versuch wurde zur Fallung eine noch 
verdiinntere Digitoninlésung (20 g Digitonin in 3000 ccm 
Lisungsmittel) und ein héher prozentiger (50 °/, iger) Alkohol 
verwendet. Hier drehte das Carvomenthol [@]j,” = + 4,85°. 
Augenscheinlich ist es beim Carvomenthol schwer, zu einem 
optisch einheitlichen Produkt zu gelangen. 

Am sek. Phenylathylalkohol haben wir eine Anzah! 
Versuche in ahnlicher Weise wie in den vorher beschriebenen 
Fallen angestellt. Das aus den verschiedenen Fraktionen der 
Digitoninfallung erhaltene Produkt war aber stets inaktiv. 





Zu ySchumm, Uber die natirlichen Porphyrine. 
Hoppe: Se yle rs Le ilsehrift qs phis tol. Chente. Bd. CXXVI. 


Tafel 1. 
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